Shear stress-mediated regulation of thermolysin-like zinc metallopeptidase expression levels in vascular endothelial cells by Fitzpatrick, Paul A.
S h e a r  S t r e s s - M e d i a t e d  R e g u l a t i o n  o f  
T h e r m o l y s i n - L i k e  Z i n c  
M e t a l l o p e p t i d a s e  E x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  
V a s c u l a r  E n d o t h e l i a l  C e l l s  
A  d i s s e r t a t i o n  s u b m i t t e d  f o r  t h e  d e g r e e  o f  P h . D  
B Y  
P a u l  A  F i t z p a t r i c k  B S c .  
U n d e r  t h e  s u p e r v i s i o n  o f  D r .  P h i l i p  C u m m i n s  
A p r i l  2 0 0 7  
V a s c u l a r  H e a l t h  R e s e a r c h  C e n t r e  
S c h o o l  o f  B i o t e c h n o l o g y ,  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  
D u b l i n  9 ,  I r e l a n d  
1  h e r e b y  c e r t i f y  t h a t  t h i s  m a t e r i d  w h i c h  I  n o w  s u b m i t  f o r  m s s m a t  a b n  t h e  
p r o g m m e  c i f  s b u d y  l e a d i n g  t ~  t h e  a w w d  o f  D o c t o r  o f  P b i i o w p h y  i s  e n t i r e l y  my 
o w n  w o r k  a d  , b a s  n o t  b e e n  t & m  & u r n  t h e  m r k  o f  dhm s a v e  a n d  &  t h ~  e x t m t  r h a t  
s u c h  w o r k  h a s  b e e n  c i t e d  a n d  ~ h c ~ I e d g d  w i t h i n  t h e  t e x t  o f  r n y  o w n  w o r k .  
S t u d e n t  1 . D :  5 3 1 4 6 3 3 6  
D a t e :  
@ / ? f *  
D e d i c a t i o n  
T o  m y  s i s t e r s ,  
R o s e m a r y ,  w h o m  I  n e v e r  k n e w  a n d  L o r r a i n e ,  w h o m  I  l o v e  t o  k n o w .  
A c k n o w l e d g m e n t s  
I n  a n  e f f o r t  t o  b e  a s  s u c c i n c t  a s  p o s s i b l e  I  w i l l  r e s t r i c t  m y  t h a n k s  t o  t h o s e  w i t h o u t  
w h o m ,  t h i s  t h e s i s  c o u l d  n o t  h a v e  b e e n  m a d e  p o s s i b l e .  T h e r e  a r e  a  g r e a t  m a n y  
p e o p l e  t o  w h o m  I  o w e  a  g r e a t  d e a l ,  b u t  f i r s t l y  I  w a n t  t o  e x t e n d  m y  t h a n k s  t o  m y  e v e r  
v i g i l a n t  s u p e r v i s o r ,  D r .  P h i l  C u r n m i n s ,  w h o s e  g u i d a n c e  w a s  i n v a l u a b l e  a n d  w h o s e  
e n t h u s i a s m  m a n a g e d  t o  s u s t a i n  m y  o w n  t h r o u g h  t h e  v e r y  v e r y  l o n g  h o u r s .  
I  o f f e r  m y  w a r m e s t  t h a n k s  t o  m y  f a m i l y ,  e s p e c i a l l y  m y  p a r e n t s ,  T e r e s a  a n d  M i c h a e l ,  
f o r  t h e i r  c o n s t a n t  s u p p o r t  a n d  f o r  l i s t e n i n g  t o  m y  m a n y  c o m p l a i n t s  o v e r  t h e  y e a r s .  
T h a n k s  t o  m y  b r o t h e r s ,  J o h n  a n d  P a t ,  l a u g h i n g  a t  y o u  t w o  g o t  m e  t h r o u g h  m a n y  a  
s t r e s s h l  p a t c h .  T o  m y  b i g  s i s t e r ,  L o r r a i n e ,  c o n s t a n t  t h a n k s  w i l l  n e v e r  b e  e n o u g h !  
F i n a l l y  I  w a n t  t o  t h a n k  m y  f r i e n d s  a n d  c o l l e a g u e s  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  g r o u p ,  f i r s t l y  
E o i n  f o r  e a s i n g  m y  t r a n s i t i o n  i n t o  t h e  l a b  w i t h  p r a g m a t i s m ,  t o  N i c k  a n d  O l g a ,  t h a n k  
y o u  b o t h  s o  m u c h ,  I  p r o m i s e  t o  s t o p  c o m p l a i n i n g  s o o n ,  a n d  f i n a l l y  N o r a ,  t h o u g h  
r u n n i n g ,  c h o c o l a t e  b r e a k s  a n d  l a m e n t i n g  o u r  l o s t  s t o m a c h  l i n i n g s  y o u  s o m e h o w  
p u l l e d  m e  t h r o u g h  a n d  I  a m  f o r e v e r  g r a t e f u l .  
A b s t r a c t  
B l o o d  f l o w  c o n f e r s  o n  t h e  b l o o d  v e s s e l ,  b o t h  b i o c h e m i c a l  a n d  b i o p h y s i c a l  s t i m u l i ,  
r e s u l t i n g  i n  a  n u m b e r  o f  s i g n a l l i n g  c a s c a d e s  l e a d i n g  t o  m o r p h o l o g i c a l  a n d  
b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  c e l l s  t h a t  c o m p r i s e  t h e  v e s s e l  w a l l .  A m o n g  t h e s e  s t i m u l i  
a r e  t h e  m e c h a n i c a l  f o r c e s ,  c y c l i c  s t r a i n  a n d  s h e a r  s t r e s s .  C y c l i c  s t r a i n  i s  t h e  o u t w a r d  
p u l s a t i l e  p r e s s u r e  o f  b l o o d  f l o w ,  w h i c h  s t r e t c h e s  t h e  c e l l s  o f  t h e  v e s s e l  w a l l  i n  a  
p e r p e n d i c u l a r  d i r e c t i o n  t o  f l o w .  S h e a r  s t r e s s  i s  t h e  f r i c t i o n a l  f o r c e  g e n e r a t e d  b y  f l o w  
a s  b l o o d  d r a g s  a g a i n s t  t h e  i n n e r m o s t  c e l l  l a y e r  o f  t h e  v e s s e l ,  t h e  e n d o t h e l i u m .  I n  o u r  
s t u d y ,  w e  e x a m i n e d  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  a  n u m b e r  o f  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s .  V a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s  o f  t h e  
T h e r m o l y s i n - L i k e  Z i n c  M e t a l l o p e p t i d a s e  f a m i l y ,  n a m e l y  N E P ,  A C E ,  E C E ,  E P 2 4 . 1 5  
a n d  E P 2 4 . 1 6 ,  a c t  o n  a  n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  p e p t i d e s  t h a t  d i r e c t l y  c o n t r o l  v e s s e l  t o n e  
a n d  f u n c t i o n  t o  b a l a n c e  t h e  v a s o c o n s t r i c t i v e  a n d  v a s o d i l a t o r y  e f f e c t o r s  e n d o g e n o u s  
t o  t h e  e n d o t h e l i u m .  W e  e v i d e n c e d  t h e  a b i l i t y  o f  a p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  
2 4  h )  t o  a l t e r  r n R N A  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  o f  s o m e  o f  t h e s e  p e p t i d a s e s ,  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t  a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  A C E ,  E C E  a n d  E P 2 4 . 1 6  l e v e l s  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  
E P 2 4 . 1 5  l e v e l s  i n  b o v i n e  a o r t i c  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( B A E C s )  i n  v i t v o .  W e  h y p o t h e s i z e d  
t h a t  t h i s  r e g u l a t i o n  b y  s h e a r  s t r e s s  w a s  m e d i a t e d  v i a  a l t e r a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  
o x i d a t i v e  s t a t e .  T o  t e s t  t h i s ,  w e  i n d u c e d  a n  a c u t e  a r t i f i c i a l  o x i d a t i v e  s t a t e  i n  s t a t i c  
B A E C s  w i t h  k n o w n  R O S  a n d  R O S - i n d u c i n g  a g e n t s  a n d  a g a i n  e v i d e n c e d  a  s i m i l a r  
t r e n d  i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  a s  t o  t h a t  i n d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  I t  w a s  t h e n  s o u g h t  t o  
l i n k  t h e s e  r e s u l t s  b y  c o n f i r m i n g  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a n t i o x i d a n t s  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  
R O S  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n .  I n c u b a t i o n  o f  
B A E C s  w i t h  a n t i o x i d a n t s  ( N - a c e t y l c y s t e i n e ,  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  a n d  c a t a l a s e )  
c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e  s h e a r - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n ,  
f i u t h e r  s u p p o r t i n g  o u r  h y p o t h e s i s .  W e  a l s o  e v i d e n c e d  t h e  a b i l i t y  o f  a p p l i e d  s h e a r  
s t r e s s  t o  i n d u c e  a  n o n - t o x i c  t r a n s i e n t  b u r s t  o f  R O S  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  a n d  h e n c e  
s u p p l y  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  n e e d e d  f o r  m o d u l a t i o n  o f  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n  
l e v e l s .  T h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  a p o c y n i n ,  w e  
i d e n t i f i e d  t h e  s o u r c e  o f  t h i s  R O S  b u r s t  t o  b e  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  a  k n o w n  s h e a r -  
s e n s i t i v e  R O S  p r o d u c e r .  F i n a l l y  w e  s o u g h t  t o  i d e n t i f y  t h e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  
m e d i a t i n g  t h e s e  s h e a r - d e p e n d e n t  e v e n t s ,  u s i n g  N E P  a s  a  s t u d y  m o d e l .  T o  t h i s  e n d ,  
w e  e x a m i n e d  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  N E P  ( n e p r i l y s i n ,  n e u t r a l  e n d o p e p t i d a s e )  u n d e r  
a p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  
i n h i b i t o r s .  W e  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  t h e  s h e a r - d e p e n d e n t  a t t e n u a t i o n  o f  
N E P  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s  p r o c e e d s  v i a  a  
G ~ ~ / R ~ c ~ / N A D ( P ) H  o x i d a s e  s i g n a l l i n g  a x i s .  T h i s  s t u d y  c o n f i r m s  a n d  e x t e n d s  t h e  
t h e r a p e u t i c  v a l u e  o f  t h e s e  e n z y m e s  a s  p o s s i b l e  t a r g e t s  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  v a s c u l a r  
p a t h o l o g i e s  c h a r a c t e r i s e d  b y  f l o w - d e p e n d e n t  e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  ( e . g .  
a t h e r o s c l e r o s i s ) .  
A b b r e v i a t i o n s  
A P - 1  
A C  
A C E  
A N G  
A N P  
B A E C  
B A S M C  
B C A  
B K  
B N P  
C A T  
C N P  
c D N A  
c G M P  
C H D  
C T  
C V D  
D M S O  
D N A  
E C E  
E C M  
A c t i v a t i n g  p r o t e i n -  1  
A d e n y l a t e  c y c l a s e  
A n g i o t e n s i n  c o n v e r t i n g  e n z y m e  
A n g i o t e n s i n  
A t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  
B o v i n e  a o r t i c  e n d o t h e l i a l  c e l l  
B o v i n e  a o r t i c  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  
B i c i n c h o n i n i c  a c i d  
B r a d y k i n i n  
B r a i n  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  
C a t a l a s e  
c - t y p e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  
C o m p l e m e n t a r y  D N A  
C y c l i c  G u a n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e  
C o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  
C h o l e r a  t o x i n  
C a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  
D i m e t h y l s u l f o x i d e  
D e o x y  r i b o n u c l e i c  a c i d  
E n d o t h e l i n  c o n v e r t i n g  e n z y m e  
E x t r a  c e l l u l a r  m a t r i x  
E D T A  
E G F  
E G F R  
e N O S  
E R K  
E T -  1  
F A K  
F B S  
F D A  
F G F  
F G F R  
G A P D H  
G C  
G D P  
G F P  
G N R W  
G P C R  
G P I  
G r b - 2  
G T P  
H B S S  
H P F  
H R P  
E t h y l e n e d i a m i n e  t e t r a c e t i c  a c i d  
E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  
E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  
E n d o t h e l i a l  i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  
E x t r a c e l l u l a r  r e g u l a t e d  k i n a s e  
E n d o t h e l i n -  1  
F o c a l  a d h e s i o n  K i n a s e  
F e t a l  b o v i n e  s e r u m  
F e d e r a l  d r u g  a d m i n i s t r a t i o n  
F i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  
F i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  
G l y c e r a l d e h y d e  p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  
G u a n y a l a t e  e y c l a s e  
G u a n o s i n e  d i p h o s p h a t e  
G r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n  
G o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  
G - p r o t e i n  c o u p l e d  r e c e p t o r  
G l y c o p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  
G r o w t h  f a c t o r  b i n d i n g  p r o t e i n - 2  
G u a n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  
H a n k s  b u f f e r e d  s a l i n e  s o l u t i o n  
H i g h  p o w e r  f i e l d  
H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  
I C A M -  1  
IKB 
I L G F  
I L G F R  
J N K  
L B  
L D H  
L H R H  
M A P K  
M A P K K  
M A P K K K  
M C P -  1  
M M P  
m R N A  
M T - M M P  
N A C  
N f w P S H  
N E P  
N P R  
NFKB 
N O  
N O S  
O x L D L  
I n t r a c e l l u I a r  a d h e s i o n  m o l e c u l e - 1  
I n h i b i t o r  k a p p a  B  
I n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  
I n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  
c - j u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e s  
L u r i a  B e r t r a n i  
L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  
L e u t e i n i z i n g  h o r m o n e  r e l e a s i n g  h o r m o n e  
M i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s  
M i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  k i n a s e  
M i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  k i n a s e  k i n a s e  
M o n o c y t e  c h e m o a t t r a c t a n t  p r o t e i n -  l .  
M a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e  
M e s s a n g e r  R i b o n u c l e i c  a c i d  
M e m b r a n e  T y p e M M P  
N - A c e t y 1  - L - C  y s t e i n e  
N i c o t i n a r n i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a t e  
N e p r i l y s i n ,  N e u t r a l  E n d o p e p t i d a s e ,  E P 2 4 . 1 5  
N a t r i u l - e t i c  p e p t i d e  r e c e p t o r  
N u c l e a r  f a c t o r  k a p p a  I3 
N i t r i c  o x i d e  
N i h i c  o x i d e  s y n t h a s e  
O x i d  i s e d  L o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  
P A T -  1  
P B S  
P C R  
P D G F  
P D G F R  
P I - 3  k i n a s e  
P T K  
P T X  
R A S  
R N A  
R O S  
R T K  
R T - P C R  
S h c  
S i R N A  
S O D  
S  S R E  
S V R  
T B S  
T F  
T G F - P  
T L Z M  
T N F - a  
P l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n h i b i t o r - 1  
P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
P l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  
P l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  
P h o s p h o i n o s i t i d e  3  k i n a s e  
P r o t e i n  m o s i n e  K i n a s e  
P e r t u s s i s  t o x i n  
R e n n i n  a n g i o t e n s i n  s y s t e m  
R i b o n u c l e i c  a c i d  
R e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  
R e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e  
R e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
S r c  h o m o l o g y  
S m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A  
S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  
S h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e  e l e m e n t  
S y s t e m i c  v a s c u l a r  r e s i s t a n c e  
T r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  
T i s s u e  f a c t o r  
T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - P  
T h e m o l y s i n - l i k e  z i n c  m e t a l l o p e p t i d a s e  
T u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r - a l p h a  
T R X  T h i o r e d o x i n  
T x n i p  T h i o r e d o x i n  i n t e r a c t i n g  p r o t e i n  
t - P A  T i s s u e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  
V C A M - 1  
V a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e -  1  
V E G F  V a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  
P u b l i c a t i o n s  
P e e r - r e v i e w e d  j o u r n a l s  
v o n  O f f e n b e r g  S w e e n e y  N ,  C u m m i n s  P M ,  C o t t e r  E J ,  F i t z p a t r i c k  P A ,  B i r n e y  Y A ,  
R e d m o n d  E M  a n d  C a h i l l  P A .  C y c l i c  s t r a i n - m e d i a t e d  r e g u l a t i o n  o f  v a s c u l a r  
e n d o t h e l i a l  c e l l  m i g r a t i o n  a n d  t u b e  f o r m a t i o n .  B i o c h e m i c a l  &  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  
C o m m u n i c a t i o n s  2 0 0 5 ; 3 2 9 : 5 7 3 - 5 8 2 .  
C o t t e r  E J ,  F i t z p a t r i c k  P A ,  W u  T J ,  G l u c k s m a n  M J ,  M u r p h y  RF', M e a d e  G ,  C a h i l l  P A ,  
a n d  C u m m i n s  P M .  C y c l i c  s t r a i n - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  m e t a l l o e n d o p e p t i d a s e  
E C 3 . 4 . 2 4 . 1 5  i n f l u e n c e s  p e p t i d e  h y d r o l y s i s  a n d  c e l l  f a t e  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  P h y s i o l o g y  -  H e a r t  C i r c u l a t i o n  P h y s i o l o g y  2 0 0 6 ;  I n  
P r e p a r a t i o n .  
F i t z p a t r i c k  P A ,  K i l l e e n  M T ,  M u r p h y  R P ,  G l u c k s m a n  M J ,  C a h i l l  P A ,  a n d  C u m m i n s  
P M .  S h e a r  s t r e s s - m e d i a t e d  r e g u l a t i o n  o f  n e u t r a l  e n d o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n  a n d  
f u n c t i o n  w i t h i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s :  a  r o l e  f o r  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s .  
C i r c u l a t i o n  R e s e a r c h  2 0 0 7 ;  I n  P r e p a r a t i o n .  
F i t z p a t r i c k  P A ,  K i l l e e n  M T ,  B i r n e y  Y A ,  G l u c k s m a n  M J ,  C a h i l l  P A ,  a n d  C u m i n s  
P M .  S h e a r  s t r e s s  r e  u l a t i o n  o f  N E P  i s  m e d i a t e d  v i a  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  i n  
a  
e n d o t h e l i a l  c e l l s .  7 '  A n n u a l  C o n f e r e n c e  o n  A r t e r i o s c l e r o s i s ,  T h r o m b o s i s ,  a n d  
V a s c u l a r  B i o l o g y  2 0 0 6 ;  D e n v e r  C O ,  U S A .  
F i t z p a t r i c k  P A ,  C o t t e r  E J ,  B i r n e y  Y A ,  G l u c k s m a n  M J ,  C a h i l l  P A ,  a n d  C u m i n s  
P M .  E x p r e s s i o n  o f  t h e r m o l y s i n - l i k e  z i n c  m e t a l l o e n d o p e p t i d a s e s  i n  v a s c u l a r  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  i s  r e g u l a t e d  b y  s h e a r  s t r e s s  a n d  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s .  6 t h  A n n u a l  
C o n f e r e n c e  o n  A r t e r i o s c l e r o s i s ,  T h r o m b o s i s ,  a n d  V a s c u l a r  B i o l o g y  2 0 0 5 ;  
W a s h i n g t o n  D C ,  U S A .  
C o t t e r  E J ,  F i t z p a t r i c k  P A ,  B i l n e y  Y A ,  W u  T J ,  G l u c k s i n a n  M J ,  C a h i l l  P A ,  a n d  
C u m m i n s  P M .  C y c l i c  s t r a i n  i n d u c e s  c h a n g e s  i n  E P 2 4 . 1 5  s u b c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  a n d  
p e p t i d e  c l e a v a g e :  p o s s i b l e  i m p l i c a t i o n s  f o r  e n d o t h e l i a l  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s .  6 " '  A n n u a l  
C o n f e r e n c e  o n  A r t e r i o s c l e l ~ o s i s ,  T h r o m b o s i s ,  a n d  V a s c u l a r  B i o l o g y  2 0 0 5 ;  
W a s h i n g t o n  D C ,  U S A .  
O r a l  p r e s e n t a t i o n s  
S h e a r  S t r e s s - M e d i a t e d  R e g u l a t i o n  o f  N e u t r a l  E n d o p e p t i d a s e  i n  V a s c u l a r  E n d o t h e l i a l  
C e l l s :  R o l e  o f  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s .  T h e  B i o c h e m i c a l  S o c i e t y  I r i s h  A r e a  S e c t i o n  
P r e - d o c t o r a l  M e e t i n g .  S e p t e m b e r  2 0 0 6 ,  B i o s c i e n c e s  I n s t i t u t e ,  U n i v e r s i t y  C o l l e g e  
C o r k  
C h a p t e r  1  I n t r o d u c t i o n  
1 . 0  I n t r o d u c t i o n  
1 . 1  C a r d i o v a s c u l a r  D i s e a s e  
C a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  ( C V D )  i s  a  g e n e r a l  d i a g n o s t i c  c a t e g o r y  c o n s i s t i n g  
o f  s e v e r a l  d i s t i n c t  d i s e a s e s  o f  t h e  h e a r t  a n d  c i r c u l a t o r y  s y s t e m .  C a r d i o v a s c u l a r  
d i s e a s e s  a f f e c t  t h e  h e a r t  a n d  b l o o d  v e s s e l s  a n d  i n c l u d e  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  
a r t e r i o s c l e r o s i s ,  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e ,  h e a r t  v a l v e  d i s e a s e ,  a r r h y t h m i a ,  h e a r t  
f a i l u r e ,  h y p e r t e n s i o n ,  o r t h o s t a t i c  h y p o t e n s i o n ,  e n d o c a r d i t i s ,  d i s e a s e s  o f  t h e  a o r t a  
a n d  i t s  b r a n c h e s ,  d i s o r d e r s  o f  t h e  p e r i p h e r a l  v a s c u l a r  s y s t e m ,  a n d  c o n g e n i t a l  
h e a r t  d i s e a s e .  A c c o r d i n g  t o  t h e  I r i s h  H e a r t  F o u n d a t i o n ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 , 0 0 0  
p e o p l e  d i e  e a c h  y e a r  f i o m  C V D ,  i n c l u d i n g  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  ( C H D ) ,  s t r o k e  
a n d  o t h e r  c i r c u l a t o r y  d i s e a s e s .  C V D  i s  t h e  m o s t  c o m m o n  c a u s e  o f  d e a t h  i n  
I r e l a n d ,  a c c o u n t i n g  f o r  3 6 %  o f  a l l  d e a t h s ,  w i t h  t h e  l a r g e s t  n u m b e r  o f  t h e s e  d e a t h s  
r e l a t i n g  t o  C H D ,  m a i n l y  h e a r t  a t t a c k s  a t  5 , 0 0 0  p e r  a n n u m .  2 2 %  o f  p r e m a t u r e  
d e a t h s  ( u n d e r  a g e  6 5 )  i n  I r e l a n d  a r e  c a u s e d  b y  C V D .  
I n  a  s t u d y  c a r r i e d  o u t  b y  L e a l  e t  a l . ,  C V D  w a s  e s t i m a t e d  t o  c o s t  t h e  E U  
€ 1 6 9  b i l l i o n  a n n u a l l y ,  w i t h  h e a l t h c a r e  a c c o u n t i n g  f o r  6 2 %  o f  c o s t s  ( L e a l  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  P r o d u c t i v i t y  l o s s e s  a n d  i n f o r m a l  c a r e  r e p r e s e n t e d  2 1 %  a n d  1 7 %  o f  c o s t s ,  
r e s p e c t i v e l y .  C H D  r e p r e s e n t e d  2 7 %  a n d  c e r e b r o v a s c u l a r  d i s e a s e s  2 0 %  o f  o v e r a l l  
C V D  c o s t s .  T h e  s t u d y  a l s o  f o u n d  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n s  i n  d i f f e r e n t  c o u n t r i e s '  
s p e n d i n g  o n  C V D ,  w i t h  t h e  U K  a n d  G e r m a n y  e x p e n d i n g  1 7 %  a n d  1 5 %  o f  t h e i r  
r e s p e c t i v e  h e a l t h c a r e  b u d g e t s  o n  t h e  t r e a t m e n t  o f  C V D  w h i l e  I r e l a n d  w a s  s h o w n  
t o  b e  i n v e s t i n g  a  m e r e  4 . 4 %  o f  t h e  t o t a l  h e a l t h c a r e  b u d g e t .  
T h e  t a r g e t  s e t  b y  t h e  H e a r t  F o u n d a t i o n ' s  S t r a t e g i c  P l a n  2 0 0 5 - 2 0 0 9  w a s  t o  
r e d u c e  o v e r a l l  m o r t a l i t y  f r o m  C V D  f r o m  3 9 %  i n  2 0 0 3  t o  3 4 %  i n  2 0 0 9 .  B y  2 0 0 5  
3 6 %  o f  a l l  d e a t h s  w e r e  d u e  t o  C V D ,  i n d i c a t i n g  t h a t  w e  r e m a i n  o n  t a r g e t  t o  
a c h i e v e  t h e s e  a i m s .  H o w e v e r ,  i n  a  r e p o r t  b y  t h e  I r i s h  H e a r t  F o u n d a t i o n  o n  t h e  
i m p l e m e n t a t i o n  o f  t h e  C a r d i o v a s c u l a r  H e a l t h  S t r a t e g y ,  i t  w a s  h i g h l i g h t e d  t h a t  
o n l y  € 6 0 m  o f  t h e  o u t l i n e d  € 2 2 0 m  h a d  b e e n  i n v e s t e d ,  
l e a d i n g  t h e  H e a r t  
F o u n d a t i o n  t o  c o n c l u d e  t h a t  w h i l e  t h e  o v e r a l l  t r e n d  s h o w s  a  d e c r e a s e  i n  m o r t a l i t y  
r a t e s  d u e  t o  C V D ,  t h i s  m a y  n o t  b e  s u s t a i n a b l e  i n  t h e  f u t u r e  w i t h o u t  f u r t h e r  
i n v e s t m e n t  a n d  r e s e a r c h .  T h e  H e a r t  F o u n d a t i o n  h i g h l i g h t e d  I r e l a n d ' s  s h o r t a g e  o f  
c a r d i o l o g i s t s ,  w i t h  o n l y  1 1  p e r  m i l l i o n  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  E u r o p e a n  a v e r a g e  o f  
3 5  p e r  m i l l i o n .  I t  i s  c l e a r  f r o m  t h e s e  r e p o r t s  t h a t  f u r t h e r  i n v e s t m e n t  a n d  r e s e a r c h  
i s  r e q u i r e d  i f  w e  a r e  t o  m e e t  t h e  p r o p o s e d  g u i d e l i n e s  f o r  t h e  r e d u c t i o n  o f  C V D  
m o r t a l i t y  r a t e s  b y  2 0 0 9 .  I n - l i n e  w i t h  t h i s ,  t h e  H e a l t h  B o a r d  h a s  s o u g h t  t o  i n c r e a s e  
p u b l i c  a w a r e n e s s  a s  t o  t h e  r i s k  f a c t o r s  t h a t  c a n  i m p a c t  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
C V D .  
T h e s e  r i s k  f a c t o r s  i n c l u d e  d i e t ,  e x e r c i s e  a n d  a l c o h o l  a n d  d r u g  i n g e s t i o n ,  
i n c l u d i n g  s m o k i n g .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e s e  m o d i f i a b l e  r i s k  f a c t o r s ,  t h e r e  a r e  a  
n u m b e r  w h i c h  c a n n o t  b e  v a r i e d  s u c h  a s  g e n d e r ,  a g e ,  e t h n i c i t y  a n d  f a m i l y  h i s t o r y .  
O f  t h e  f a c t o r s  t h a t  i n f l u e n c e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  C V D ,  m a n y  o f  t h o s e  l i s t e d  
a b o v e  m a y  h a v e  a  d i r e c t  o r  i n d i r e c t  i m p a c t  o n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  h e m o d y n a m i c  
f o r c e s .  H e m o d y n a m i c  f o r c e s  a s s o c i a t e d  w i t h  b l o o d  f l o w  t h r o u g h  t h e  v a s c u l a t u r e  
p l a y  a  p i v o t a l  r o l e  i n  t h e  i n i t i a t i o n  
a n d  p r o g r e s s i o n  o f  C V D ,  i n c l u d i n g  
a t h e r o s c l e r o s i s ,  h y p e r t e n s i o n  a n d  p a t h o l o g i c a l  v a s c u l a r  r e m o d e l i n g .  E n d o t h e l i a l  
c e l l s  f o r m  t h e  i n n e r m o s t  l i n i n g  o f  t h e  e n t i r e  v a s c u l a r  s y s t e m  a n d  h e n c e  a r e  t h e  
p r i m a r y  r e c i p i e n t s  o f  t h e s e  h e m o d y n a m i c  f o r c e s .  
I t  i s  t h r o u g h  b i o c h e m i c a l  a l t e r a t i o n  i n  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s  f o u n d  i n  t h e  
e n d o t h e l i u m  t h a t  t h e s e  i m p a c t  f a c t o r s  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e i r  l i n k e d  
h e m o d y n a m i c  f o r c e s  c a n  h a v e  a  d i r e c t  i n f l u e n c e  o n  t h e  i n i t i a t i o n  a n d  p r o g r e s s i o n  
o f  C V D .  
1 . 2  T h e  E n d o t h e l i u m  
T h e  e n d o t h e l i u m  i s  a  t h i n  m o n o c e l l u l a r  l a y e r  t h a t  c o m p l e t e l y  c o v e r s  t h e  
e n t i r e  i n n e r  s u r f a c e  o f  t h e  b l o o d  v e s s e l s  t h a t  c o m p r i s e  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m .  I t  i s  
c o m p o s e d  s o l e l y  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  a  s q u a m o u s  c e l l  t y p e  t h a t  i s  s t r u c t u r e d  t o  
s e n s e  a n d  r e s p o n d  t o  a  n u m b e r  o f  b i o c h e m i c a l  a n d  b i o m e c h a n i c a l  s t i m u l i .  T h e  
e n d o t h e l i u m  i s  u n i q u e l y  p o s i t i o n e d  a t  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  b l o o d  a n d  t h e  
v e s s e l  w a l l .  T h e  e n t i r e  l i n i n g  r e p r e s e n t s  a n  o r g a n  o f  1 . 5  k g  i n  a n  a v e r a g e  a d u l t ,  
w h i c h  i s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  b o d y .  A s  s u c h ,  t h e  e n d o t h e l i a l  l a y e r  p e r f o r m s  
m u l t i p l e  f u n c t i o n s :  i t  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  c o a g u l a t i o n ,  i n f l a m m a t i o n  
p r o c e s s e s ,  v e s s e l  t o n e ,  a n d  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  g r o w t h ,  a n d  a l s o  a c t s  a s  
a  b a r r i e r  t o  t r a n s v a s c u l a r  f l u x  o f  l i q u i d s  a n d  s o l u t e s .  F a r  f r o m  b e i n g  a  p a s s i v e  
p a r t i c i p a n t  i n  t h e s e  e v e n t s ,  i t  i s  a  d y n a m i c  t i s s u e ,  i n f l u e n c i n g  t h e  b e h a v i o r  o f  
o t h e r  c e l l  t y p e s ,  a n d  r e g u l a t i n g  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o d u c t i o n  a n d  c o m p o s i t i o n .  
E n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  a  m a j o r  s o u r c e  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  m o l e c u l e s  
s y n t h e s i z e d  t h e r e i n  a n d  s e c r e t e d  i n t o  t h e  b l o o d  a n d / o r  t h e  s u b - e n d o t h e l i a l  
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  S i n c e  i t s  i n i t i a l  d i s c o v e r y ,  t h e  e n d o t h e l i u m  h a s  b e e n  t h e  
f o c u s  o f  i n t e n s e  e x p e r i m e n t a l  w o r k ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  e v o l u t i o n  o f  a  n e w  
a p p r e c i a t i o n  o f  i t s  p o t e n t i a l  r o l e  i n  v a s c u l a r  d i s e a s e  ( G r i e n d l i n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 ,  
B a s s e n g e  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
A t  t h e  b a s e  o f  t h e  e n d o t h e l i a l  l a y e r  i s  a  t h i n  l a y e r  o f  s p o n g y  c o n n e c t i v e  
t i s s u e  t h a t  s e c r e t e s  a  l a y e r  o f  e l a s t i c  c o l l a g e n .  T h i s  s u p p o r t i v e  l a y e r  f o r m s  t h e  
" b a s e m e n t  m e m b r a n e "  f o r  t h e  e n d o t h e l i u m .  T h e s e  t w o  l a y e r s  t o g e t h e r  a r e  k n o w n  
a s  t h e  t u n i c a  i n t i m a .  T h e  s u r r o u n d i n g  l a y e r  o f  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  i s  q u i t e  t h i c k  
i n  a r t e r i e s ,  a n d  c a n  s t r e t c h  t o  a c c o m m o d a t e  p a s s i n g  b l o o d ,  o r  c o n t r a c t  t o  r e s t r i c t  
b l o o d  f l o w .  T h i s  m u s c l e  l a y e r  i s  a l s o  u n d e r l a i n  b y  a  s p o n g y  l a y e r  o f  c o n n e c t i v e  
t i s s u e s  t h a t  p r o d u c e s  e l a s t i c  c o l l a g e n  f i b e r s .  T h e s e  f i b e r s  a l l o w  t h e  v e s s e l  t o  b e  
s t r e t c h e d  a s  r e q u i r e d  a n d  y e t  r e t u r n  t o  t h e i r  o r i g i n a l  s h a p e .  T o g e t h e r  t h e s e  t w o  
l a y e r s  a r e  k n o w n  a s  t h e  t u n i c a  i n t e r m e d i a .  S u r r o u n d i n g  t h e  t u n i c a  i n t e r m e d i a  i s  a  
l a y e r  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e s  t h a t  p r o d u c e s  b o t h  e l a s t i c  a n d  r i g i d  c o l l a g e n  f i b e r s .  
T h i s  l a y e r  w i l l  s t r e t c h  w i t h  l i m i t a t i o n s .  T h i s  o u t e r m o s t  l a y e r  i s  c a l l e d  t h e  t u n i c a  
a d v e n t i t i a  ( S e e  F i g  1 . 1 ) .  
e l a s t i c a  i n t e r n a  
e n d o t h e l i a l  
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F i g  1 . 1  S t r u c t u r e  o f  d i f f e r i n g  l a y e r s  o f  t h e  v e s s e l s  f o u n d  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  
( h t t p : / / w w w . a p p l e s n a i l . n e t )  
D y s h n c t i o n  o f  t h e  e n d o t h e l i a l  l a y e r  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a n  a c c u r a t e  
p r e c u r s o r  f o r  m a n y  o f  t h e  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  C V D ,  w i t h  
s i g n s  o f  t h e s e  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  p r e - d a t i n g  a n y  c l i n i c a l l y  o b v i o u s  v a s c u l a r  
p a t h o l o g i e s  b y  m a n y  y e a r s .  D y s f u n c t i o n  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  c a n  b e  l o o s e l y  
d e s c r i b e d  a s  a n  i m p a i r m e n t  o f  t h e  n o r m a l  b i o c h e m i c a l  p r o c e s s e s  i n d i g e n o u s  t o  
t h e  c e l l  t y p e ,  m a i n l y  a  d e c r e a s e  i n  s y n t h e s i s ,  r e l e a s e ,  
a n d / o r  a c t i v i t y  o f  
e n d o t h e l i a l - d e r i v e d  n i t r i c  o x i d e  ( N O ) ,  a  p o t e n t  v a s o d i l a t o r  ( O g i t a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
A  n u m b e r  o f  c a u s a t i v e  a g e n t s ,  s u c h  a s  i n f e c t i o n ,  i n j u r y  a n d  h y p o x i a ,  o f  
e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  a n d  c o n s e q u e n t i a l l y  C V D  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  c h i e f  
a m o n g  t h e m  i s  b l o o d  f l o w  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  m o d u l a t i o n  o f  b o t h  v e l o c i t y  a n d  
p a t t e r n  o f  t h a t  f l o w .  
1 . 3  B l o o d  F l o w  
D u e  t o  t h e  u n i q u e  p o s i t i o n  o f  t h e  e n d o t h e l i u m ,  i t  i s  c o n s t a n t l y  i n  c o n t a c t  
w i t h  c i r c u l a t i n g  b l o o d  a n d  t h e  m i l i e u  o f  c o m p o n e n t s  t h e r e i n .  O f  t h e  m u l t i t u d e  o f  
f a c t o r s  b o t h  b i o c h e m i c a l  a n d  b i o m e c h a n i c a l  t h a t  w i l l  i m p a c t  o n  t h e  e n d o t h e l i a l  
l a y e r ,  o f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  a r e  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  o f  c y c l i c  s t r a i n  a n d  
s h e a r  s t r e s s .  A s  b l o o d  f l o w s  t h r o u g h  t h e  v e s s e l ,  i t  i m p a r t s  a  n u m b e r  o f  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  o n  t h e  c e l l s  t h a t  c o n s t i t u t e  s a i d  v e s s e l .  T h e s e  i n c l u d e ;  i )  c y c l i c  
c i r c u m f e r e n t i a l  s t r a i n  a n d  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e ,  a  t a n g e n t i a l  f o r c e  w h i c h  a c t s  
o u t w a r d l y  o n  t h e  v e s s e l  w a l l s .  B l o o d  p r e s s u r e  c r e a t e s  s t r a i n  o n  t h e  v e s s e l  w a l l  i n  
a  d i r e c t i o n  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  e n d o t h e l i a l  s u r f a c e  a n d  i s  t h e  m a j o r  d e t e r m i n a n t  
o f  v e s s e l  s t r e t c h  v i a  r h y t h m i c  d i s t e n s i o n  o f  t h e  v e s s e l  w a l l .  
T h e  m a g n i t u d e  o f  t h i s  c i r c u m f e r e n t i a l  f o r c e  i s  d e p e n d e n t  o n  v e s s e l  
g e o m e t r y ,  a n d  p o s i t i o n  w i t h i n  t h e  v e s s e l  w a l l ,  a n d  i i )  f l u i d  s h e a r  s t r e s s ,  a  
" d r a g g i n g "  o r  f r i c t i o n a l  f o r c e  t h a t  a c t s  o n  t h e  i n t r a l u m i n a l  m e m b r a n e  o f  t h e  
e n d o t h e l i a l  l a y e r  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  T h i s  l a t t e r  f o r c e  i s  d e s c r i b e d  i n  t e r m s  
o f  f l u i d  v e l o c i t y  a n d  v i s c o s i t y  ( L e h o u x  a n d  T e d g u i ,  2 0 0 3 ) .  S e e  F i g  1 . 2 .  
F i g  1 . 2  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  a  b l o o d  v e s s e l  a n d  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  
a f f e c t i n g  t h e  v e s s e l  w a l l  
1 . 3 . 1  C y c l i c  C i r c u m f e r e n t i a l  S t r a i n  
C y c l i c  s t r a i n  c a n  b e  d e f i n e d  a s  t h e  t e n s i o n  o r  s t r e s s  e x e r t e d  o n  t h e  w a l l  o f  
t h e  v e s s e l  t h r o u g h  w h i c h  b l o o d  i s  f l o w i n g  u n d e r  p r e s s u r e .  I t  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  
t o  a c t  t a n g e n t i a l l y  o n  t h e  v e s s e l  c a u s i n g  a  r h y t h m i c  d e f o r m a t i o n  o f  t h e  a r t e r i a l  
w a l l  a n d  i s  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  s y s t o l i c - d i a s t o l i c  p r e s s u r e  c h a n g e s .  N o r m a l  
l e v e l s  o f  b l o o d  p r e s s u r e  a r e  t a k e n  t o  b e  b e t w e e n  1 0 0 1 6 5  m m  H g  a n d  1 3 0 1 8 5  m m  
H g ,  l e v e l s  o f  b l o o d  p r e s s u r e  a b o v e  o r  b e l o w  t h i s  r a n g e  a r e  t a k e n  a s  h y p e r t e n s i v e  
a n d  h y p o t e n s i v e  r e s p e c t i v e l y .  
T h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l  a n d  
p a t h o p h y s i o l o g i c a l  f o r c e s  t h a t  r e g u l a t e  t h e  l e v e l  o f  b l o o d  p r e s s u r e  e x p e r i e n c e d  
b y  a n  a r t e r y  a n d  h e n c e  t h e  d e g r e e  o f  c y c l i c  s t r a i n .  A l t e r a t i o n  i n  b l o o d  p r e s s u r e  
c a n  b e  a n  a c u t e  o r  c h r o n i c  e v e n t .  T r a n s i e n t  a c u t e  a l t e r a t i o n s  i n  p r e s s u r e  l e v e l s  
c a n  b e  c a u s e d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  d i e t  a n d  p h y s i c a l  a n d  e m o t i o n a l  s t r e s s e s ,  w h i l e  
c h r o n i c  c h a n g e s  
a r e  m o r e  c o m m o n l y  a t t r i b u t e d  t o  g e n e t i c  p r e - d i s p o s i t i o n ,  
a d v a n c i n g  a g e ,  p o o r  l i f e s t y l e  a n d  s e c o n d a r y  e f f e c t s  o f  a  p r e - e x i s t i n g  c o n d i t i o n  
s u c h  a s  r e n a l  d a m a g e .  
T h e  o u t w a r d  f o r c e  o f  b l o o d  p r e s s u r e  i n d u c e s  a  g e n t l e  s t r e t c h i n g  o f  t h e  
e n d o t h e l i u m  a n d  t h e  c e l l s  t h e r e i n ,  c a u s i n g  a  m o r p h o l o g i c a l  a l i g n m e n t  o f  c e l l s  
s u p p o r t e d  b y  a c t i n  f i b e r  r e s t r u c t u r i n g  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  s t r e t c h  ( I b a  a n d  S u m p i o  
1 9 9 1 ) ;  ( I b a  e t  a l .  1 9 9 1 ) .  C y c l i c  s t r a i n  t h e r e f o r e  a c t s  n o t  o n l y  o n  t h e  e n d o t h e l i a l  
l a y e r  b u t  a l s o  o n  t h e  s u b - e n d o t h e l i a l  m a t r i x  a n d  s u r r o u n d i n g  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  
i n d u c i n g  a  m i l i e u  o f  r e s u l t a n t  e f f e c t s .  P r i m a r i l y ,  i t  i s  a n  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t  o f  
v e s s e l  t h i c k n e s s ,  a n d  c o n c o m i t a n t l y  l u m i n a l  s p a c e .  T h o m a  o r i g i n a l l y  c o m m e n t e d  
i n  1 8 9 3 ,  t h a t  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  b l o o d  v e s s e l  w a s  r e g u l a t e d  b y  t h e  m a g n i t u d e  o f  
t h e  b l o o d  f l o w i n g  t h r o u g h  i t ,  w h i l e  v e s s e l  t h i c k n e s s  w a s  d e p e n d e n t  o n  b l o o d  
p r e s s u r e  ( S c h a p e r  1 9 6 7 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  L e u n g  a n d  c o -  
w o r k e r s ,  w h e n  t h e y  c o m p a r e d  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  p u l m o n a r y  a r t e r y  a n d  a o r t a  
p r e -  a n d  p o s t - b i r t h .  B o t h  v e s s e l s  e x p e r i e n c e  s i m i l a r  p r e s s u r e s  I n  u t e r o  a n d  b o t h  
a r e  a l m o s t  i d e n t i c a l  i n  s i z e ;  h o w e v e r ,  a f t e r  b i r t h  a s  s y s t e m i c  p r e s s u r e  i n c r e a s e s ,  
t h e  a o r t a  t h i c k e n s  p r o p o r t i o n a l l y ,  w h i l e  t h e  p u l m o n a r y  a r t e r y  u n d e r g o e s  a t r o p h y  
f o l l o w i n g  t h e  f a l l  i n  p r e s s u r e  p o s t - p a r t u m  ( L e u n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  
1 . 3 . 1 . 1  E f f e c t  o f  C i r c u m f e r e n t i a l  S t r a i n  o n  E n d o t h e l i a l  a n d  S m o o t h  M u s c l e  
C e l l s  
C y c l i c  s t r a i n ,  a s  p r e v i o u s l y  e v i d e n c e d ,  h a s  a  d r a m a t i c  i n f l u e n c e  o n  t h e  
c o n d i t i o n  a n d  a c t i v i t y  o f  t h e  v e s s e l s  o f  t h e  v a s c u l a t u r e .  T h i s  i n f l u e n c e  i s  
m e d i a t e d  t h r o u g h  a  n u m b e r  o f  b i o c h e m i c a l  a l t e r a t i o n s ,  b o t h  s u b t l e  a n d  o t h e r w i s e ,  
i n  t h e  e n d o t h e l i a l  a n d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  t h a t  c o m p r i s e  t h e  v e s s e l  i n  q u e s t i o n .  
A  n u m b e r  o f  f a c t o r s  i m p o r t a n t  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  h a v e  b e e n  s h o w n  t h r o u g h  i n  
v i t r o  e x p e r i m e n t s  t o  b e  r e g u l a t e d  v i a  c y c l i c  s t r a i n .  A p p l i e d  c y c l i c  s t r a i n  i n  v i v o  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  ( N O S ) ,  m a t r i x  
m e t a l l o p r o t e i n a s e - 2  ( M M P - 2 ) ,  m a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e -  1 4  ( M M P -  1 4 ) ,  p l a t e l e t  
d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r - B  ( P D G F - B ) ,  e n d o t h e l i n - 1  ( E T - l ) ,  i n t r a c e l l u l a r  a d h e s i o n  
m o l e c u l e -  1  ( I C A M -  1  ) ,  a n d  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n h i b i t o r -  1  ( P A I -  1 )  a n d  
f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r - 2  ( F G F - 2 ) ,  ( A w o l e s i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  C h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 a ;  d e  
J o n g e  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  W u n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  C h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 b ) .  
T h e  c o m p l e t e  p a t h w a y s  t h r o u g h  w h i c h  t h e s e  c o m p l e x  c y c l i c  s t r a i n -  
i n d u c e d  e v e n t s  a r e  t r a n s d u c e d  h a v e  n o t  y e t  b e e n  c o m p l e t e l y  e l u c i d a t e d ,  b u t  t h e  
a b i l i t y  o f  c e l l s  t o  r e s p o n d  t o  c y c l i c  s t r a i n  i s  b e l i e v e d  t o  p l a y  a  r o l e  i n  a  n u m b e r  o f  
p a t h o l o g i e s  i n c l u d i n g  a t h e r o s c l e r o s i s ,  h y p e r t e n s i o n  a n d  i n  p a r t i c u l a r  r e s t e n o s i s  
f o l l o w i n g  b a l l o o n  a n g i o p l a s t y  ( L i  a n d  X u ,  2 0 0 0 ;  Z o u  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
C y c l i c  s t r a i n  i s  a  p o w e r f u l  s t i m u l u s  a n d  c a n  a l s o  r e g u l a t e  c e l l  f a t e  
d e c i s i o n s .  E x p o s u r e  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  t o  c y c l i c  s t r a i n  l e a d s  t o  
a p o p t o s i s  v i a  a  p 5 3 - d e p e n d e n t  p a t h w a y .  C o n v e r s e l y ,  c y c l i c  s t r a i n  c a n  s u p p r e s s  
e n d o t h e l i a l  c e l l  a p o p t o s i s  v i a  A k t  p h o s p h o r y l a t i o n  ( M a y r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  P e r s o o n -  
R o t h e r t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  H a g a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  S i m i l a r l y  c y c l i c  s t r a i n  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  
i n h i b i t i o n  o f  p r o l i f e r a t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  i n c r e a s e s  i n  a n g i o g e n e s i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
T G F - 8 ,  M M P - 2  a n d  V E G F  ( R i v i l i s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  Z h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  V a i l h e  a n d  
T r a n q u i ,  1 9 9 6 ;  B a n a i  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
T h e s e  s t u d i e s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  c y c l i c  s t r a i n  i n  
c o o r d i n a t i n g  a n d  r e g u l a t i n g  c e l l  h n c t i o n  b y  m e d i a t i n g  c h a n g e s  i n  g e n e  
t r a n s c r i p t i o n ,  a c t i v a t i o n  o f  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s  a n d  r e l e a s e  o f  v a s o a c t i v e  
c o m p o u n d s .  C y c l i c  s t r a i n  a l s o  f u n c t i o n s  b y  i n c r e a s i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  c e l l s  t o  
o t h e r  h e m o d y n a m i c  f o r c e s ,  n a m e l y  s h e a r  s t r e s s  ( Z h a o  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  
1 . 3 . 2  S h e a r  S t r e s s  
U n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  t h e  e n d o t h e l i u m  i s  c o n t i n u o u s l y  
e x p o s e d  t o  m e c h a n i c a l  s h e a r  s t r e s s  d u e  t o  b l o o d  f l o w .  
B l o o d  f l o w  e x e r t s  a  
f i c t i o n a l  f o r c e  o n  t h e  l u m i n a l  s u r f a c e  o f  t h e  e n d o t h e l i a l  m e m b r a n e .  T h i s  t r a c t i v e  
f o r c e  i s  d e t e r m i n e d  b y  v e s s e l  g e o m e t r y ,  b l o o d  v i s c o s i t y  a n d  v e l o c i t y .  S h e a r  
s t r e s s  i s  e s t i m a t e d  u s i n g  f l u i d  d y n a m i c s  m o d e l s  a n d  i s  e x p r e s s e d  i n  u n i t s  o f  
d y n e s / c m 2 .  
L a m i n a r  b l o o d  f l o w  w i t h i n  a  v e s s e l  c a n  b e  d e s c r i b e d  b y  t h e  e q u a t i o n :  
W h e r e  t  =  s h e a r  s t r e s s  
p  =  b l o o d  v i s c o s i t y  
Q  =  f l o w  r a t e  
r  =  v e s s e l  r a d i u s .  
I t  i s  w o r t h  n o t i n g  t h a t  t h e  t e r m  r  i s  r a i s e d  t o  t h e  t h i r d  p o w e r .  T h u s ,  w h e r e  Q  i s  
c o n s t a n t ,  a  s m a l l  c h a n g e  i n  r ,  t h e  v e s s e l  r a d i u s ,  w i l l  r e s u l t  i n  a  l a r g e  c h a n g e  i n  t ,  
t h e  s h e a r  s t r e s s  e x p e r i e n c e d  b y  t h e  e n d o t h e l i u m  ( L e h o u x  a n d  T e d g u i . ,  2 0 0 3 )  
( C u n n i n g h a m  a n d  G o t l i e b . ,  2 0 0 5 ) .  V a s c u l a r  s h e a r  s t r e s s  o f  l a r g e  c o n d u i t  
a r t e r i e s ,  s u c h  a s  t h e  a o r t a ,  t y p i c a l l y  v a n e s  b e t w e e n  5  a n d  2 0  d y n e s / c m 2 ;  h o w e v e r ,  
s i g n i f i c a n t  i n s t a n t a n e o u s  v a l u e s  r a n g e  f r o m  n e g a t i v e  m e a s u r e s  t o  n e a r l y  4 0  
d y n e s / c m 2  d u r i n g  s t a t e s  o f  i n c r e a s e d  c a r d i a c  o u t p u t  ( C u n n i n g h a m  a n d  G o t l i e b . ,  
2 0 0 5 ) .  
T h i s  c o n t i n u o u s  e x p o s u r e  t o  a  p h y s i o l o g i c a l  r a n g e  o f  s h e a r  s t r e s s ,  
e s p e c i a l l y  i n  r e l a t i v e l y  l o n g ,  s t r a i g h t  s e c t i o n s  o f  t h e  a r t e r y ,  w h i c h  a r e  e x p o s e d  t o  
u n i d i r e c t i o n a l  p u l s a t i l e  l a m i n a r  f l o w ,  p r o m o t e s  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y ,  a n t i -  
t h r o m b o t i c ,  a n t i - c o a g u l a t i v e ,  p r o - f i b r i n o l y t i c  a n d  a n t i - h y p e r t e n s i v e  s t a t e .  
F u r t h e r m o r e ,  s h e a r  s t r e s s  i n h i b i t s  a p o p t o s i s  s p e c i f i c a l l y  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  i n  
r e s p o n s e  t o  v a r i o u s  s t i m u l i ,  d e m o n s t r a t i n g  a  p o t e n t  a t h e r o p r o t e c t i v e  e f f e c t  ( B e r k ,  
A b e  e t  a l .  2 0 0 1 ) .  
A t  c e r t a i n  p o s i t i o n s ,  s u c h  a s  b i f u r c a t i o n s  i n  t h e  v e s s e l  o r  p o i n t s  o f  
e x t r e m e  c u r v a t u r e ,  t h e  v e s s e l  m a y  b e  e x p o s e d  t o  t u r b u l e n t  f l o w ,  o s c i l l a t o r y  s h e a r  
s t r e s s  a n d  e d d y  c u r r e n t s ,  a l l  o f  w h i c h  c a n  a b r o g a t e  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o f  
l a m i n a r  s h e a r .  H e n c e ,  a t h e r o s c l e r o t i c  p l a q u e s  t e n d  t o  f o r m  a t  t h e s e  p o i n t s .  T h e  
m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  s u c h  a s  s h e a r  s t r e s s  a r e  t r a n s d u c e d  
i n t o  c e l l u l a r  s i g n a l i n g  a r e  n o t  y e t  f u l l y  k n o w n .  I n  v i t r o  s t u d i e s  i n  w h i c h  t h e  
e n d o t h e l i a l  m o n o l a y e r  i s  b e e n  s u b j e c t e d  t o  d e f i n e d  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s  h a v e  
b e e n  e s s e n t i a l  t o  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  s h e a r  s t r e s s - r e l a t e d  m o l e c u l a r  r e s p o n s e s .  
T h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e  i s  o n l y  n o w  b e i n g  e l u c i d a t e d ;  s o m e  
o f  t h e  b e s t - c h a r a c t e r i z e d  r e s p o n s e s  i n c l u d e ,  r e o r g a n i z a t i o n  o f  a c t i n - c o n t a i n i n g  
s t r e s s  f i b e r s ,  a l t e r a t i o n s  i n  m e t a b o l i c  a c t i v i t i e s  a n d  c h a n g e s  i n  c e l l  c y c l e  k i n e t i c s  
( D a v i e s ,  1 9 9 5 ;  D a v i e s  a n d  T r i p a t h i ,  1 9 9 3 ) .  
S h e a r  s t r e s s  m o d u l a t e s  c e l l u l a r  s t r u c t u r e ,  f u n c t i o n  a n d  e n d o t h e l i a l  
g e n e  e x p r e s s i o n  ( L e h o u x  a n d  T e d g u i ,  2 0 0 3 ;  C h i u  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  B a r t l i n g  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  F o r  e x a m p l e ,  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t e s  g e n e  e x p r e s s i o n  o f  v a r i o u s  p r o t e i n s ,  
i n c l u d i n g  v a s o a c t i v e  s u b s t a n c e s  ( e . g . ,  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  a n d  e n d o t h e l i n - 1 )  
( K u c h a n  a n d  F r a n g o s ,  1 9 9 3 ) ,  g r o w t h  f a c t o r s  ( e . g . ,  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - 1 3 1  
a n d  p l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r )  ( N e g i s h i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  R e s n i c k  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) ,  
a d h e s i o n  a n d  c h e m o a t t r a c t a n t  m o l e c u l e s  ( e . g . ,  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  m o l e c u l e - 1 ,  
v a s c u l a r  c e l l u l a r  a d h e s i o n  m o l e c u l e - 1 ,  a n d  m o n o c y t e  c h e m o a t t r a c t a n t  p r o t e i n - 1 )  
( C h i u  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  C h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  c o a g u l a t i o n  f a c t o r s  ( e . g . ,  t i s s u e  f a c t o r )  
( L i n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  p r o t o - o n c o g e n e s  ( B a r t l i n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  a n d  a n t i o x i d a n t  
e n z y m e s  ( e . g . ,  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e )  ( W u n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
S h e a r - r e l a t e d  e f f e c t s  c a n  b e  b r o a d l y  c a t e g o r i z e d  i n t o  t w o  r e s p o n s e s ;  a )  r e -  
o r g a n i z a t i o n  o r  r e g u l a t i o n  o f  p r e - e x i s t i n g  p r o t e i n s  a n d  b )  d e  n o v o  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n ;  t h e  l a t t e r  i s  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  o r  
c h r o n i c  s h e a r - m e d i a t e d  r e s p o n s e s .  
A s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  e x p o s u r e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  f l u i d  m e c h a n i c a l  
f o r c e s  m a y  a l t e r  t h e  r a t e  o f  t r a n s c r i p t i o n  o f  a  s p e c i f i c  s u b s e t  o f  g e n e s .  
I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n s  o f  m a n y  o f  t h e s e  g e n e s  h a s  i d e n t i f i e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  c i s - e l e m e n t ,  w h i c h  i s  i n d u c i b l e  b y  s h e a r  s t r e s s .  T h e  i d e n t i t y  o f  t h i s  
s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e  e l e m e n t  ( S S R E )  a s  - G A G A C C -  w a s  a c h i e v e d  b y  a  s e r i e s  o f  
t r a n s f e c t i o n s  i n v o l v i n g  d e l e t i o n  m u t a n t s  o f  t h e  P D G F - B  p r o m o t e r  ( R e s n i c k  e t  a l . ,  
1 9 9 3 ) .  
O t h e r  e x a m p l e s  o f  S S R E s  i n c l u d e  a  d i v e r g e n t  T R E  i n  t h e  p r o m o t e r  
r e g i o n  o f  M C P - 1  w i t h  t h e  s e q u e n c e  - T G A C T C C - ,  n e c e s s a r y  f o r  s h e a r -  
i n d u c i b i l i t y  ( S h y y  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  F u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  t h e  t i s s u e  f a c t o r  ( T F )  
g e n e  h a s  i d e n t i f i e d  a  G C - r i c h  r e g i o n  c o n t a i n i n g  t h r e e  c o p i e s  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r  s e q u e n c e s :  E g r - 1  a n d  S p - 1 .  D e l e t i o n  o f  t h e  S p - 1 ,  b u t  n o t  t h e  E g r - 1  
s e q u e n c e s  a t t e n u a t e s  s h e a r  s t r e s s  a c t i v a t i o n  o f  t h i s  g e n e  ( L i n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T h u s ,  
i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  m u l t i p l e  c i s - e l e m e n t s  m a y  r e g u l a t e  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s i v e n e s s  
i n  d i f f e r e n t  g e n e s .  
E n d o t h e l i a l  c e l l  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s  i s  k n o w n  t o  
b e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  f o r c e .  F o r  e x a m p l e ,  t i s s u e  p l a s m i n o g e n  
a c t i v a t o r  ( t - P A )  e x p r e s s i o n  i s  o n l y  i n c r e a s e d  a t  s h e a r  s t r e s s e s  a b o v e  5  d y n e s / c m 2  
( D i a m o n d  e t  a l . ,  
1 9 9 0 ) ,  w h e r e a s  s e c r e t i o n  o f  t h e  v a s o c o n s t r i c t o r  E T - 1  i s  
i n c r e a s e d  i n  H U V E C s  a t  s h e a r  s t r e s s e s  l e s s  t h a n  5  d y n e s / c m 2  ( K u c h a n  a n d  
F r a n g o s ,  1 9 9 3 ) .  
T h i s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  m a g n i t u d e  o f  s h e a r  s t r e s s  m a y  
v a r y  d e p e n d i n g  o n  t h e  l o c a t i o n  w i t h i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  T h e r e f o r e  i n  s i t u a t i o n s  
w h e r e  s h e a r  s t r e s s e s  m a y  b e  l o w ,  i n c r e a s e s  i n  E T - 1  w i l l  p r o m o t e  
v a s o c o n s t r i c t i o n  t o  i n c r e a s e  b l o o d  f l o w  r a t e ,  a n d  t h u s  s h e a r ,  t h r o u g h  t h a t  s e c t i o n  
o f  t h e  v e s s e l .  M u c h  w o r k  h a s  r e c e n t l y  s o u g h t  t o  i d e n t i f y  t h e  m u l t i t u d e  o f  g e n e s  
p o s s e s s i n g  a  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e  e l e m e n t .  H e n c e ,  t h e  n u m b e r  o f  g e n e s  s h o w n  
t o  c o n t a i n  a n  S S R E  i s  e v e r  i n c r e a s i n g .  R e c e n t l y ,  f i f t y - t w o  f l o w - s e n s i t i v e  g e n e s  
w e r e  i d e n t i f i e d  i n  H U V E C s ,  w i t h  p r o s t a g l a n d i n  a n d  c y t o c h r o m e  P450 b e i n g  t h e  
m o s t  s t r o n g l y  u p - r e g u l a t e d ,  w h i l e  E T - 1  a n d  M C P - 1  w e r e  t h e  m o s t  s t r o n g l y  
d o w n - r e g u l a t e d  ( M c C o r m i c k  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  1 4 3  g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  
H U V E C s ,  w h i c h  a r e  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s t a t i c ,  l a m i n a r ,  o r  
t u r b u l e n t  f l o w  ( G a r c i a - C a r d e n a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n  v i v o ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  n u m b e r  
o f  g e n e s ,  s u c h  a s  t r a n s f o m i n g  g r o w t h  f a c t o r - S  ( T G F - S )  ( N e g i s h i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  
P D G F - A ,  P D G F - B  ( T u l i s  a n d  P r e w i t t ,  1 9 9 8 ) ,  a n d  u r o k i n a s e  p l a s m i n o g e n  
a c t i v a t o r  ( u P A )  ( E s s i g ,  T e r z i  e t  a l .  2 0 0 1 )  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  s h e a r  s e n s i t i v e .  
O f  t h e  m u l t i t u d e  o f  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  t o  i d e n t i f y  t h o s e  g e n e s  i n  r e c e i p t  o f  a n  
S S R E ,  s o m e  o f  t h e  m o r e  i m p o r t a n t  h a v e  f o c u s e d  o n  t h o s e  g e n e s  t h a t  r e g u l a t e  
v e s s e l  t o n e  a n d ,  h e n c e ,  h a v e  a  d i r e c t  i m p a c t  o n  v a s c u l a r  h e a l t h .  
1 . 4  S h e a r  S t r e s s  a n d  V e s s e l  T o n e  
V a s c u l a r  t o n e  a s  d e f i n e d  b y  t h e  l e v e l  o f  c o n s t r i c t i o n  t h a t  a  b l o o d  v e s s e l  
e x p e r i e n c e s  r e l a t i v e  t o  i t ' s  m a x i m a l l y  d i l a t e d  s t a t e .  T h i s  s t a t e  o f  
c o n t r a c t i o d d i l a t i o n  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  s u r r o u n d i n g  l a y e r s  o f  s m o o t h  m u s c l e  
c e l l s .  T h e  s m o o t h  m u s c l e  l a y e r  i s  i t s e l f  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  a  n u m b e r  o f  o t h e r  
f a c t o r s ,  c h i e f  a m o n g  t h e m ,  t h e  e n d o t h e l i u m .  A l l  v e s s e l s  u n d e r  b a s a l  c o n d i t i o n s  
e x h i b i t  s o m e  d e g r e e  o f  s m o o t h  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  w h i c h  i n  t u r n  d e t e r m i n e s  t h e  
d i a m e t e r ,  a n d  h e n c e  t o n e ,  o f  t h e  v e s s e l .  D i f f e r i n g  o r g a n s  e x p e r i e n c e  v a r i a t i o n s  
i n  b a s a l  v a s c u l a r  t o n e .  T h o s e  o r g a n s  p o s s e s s i n g  a  l a r g e  v a s o d i l a t o r y  c a p a c i t y  
( e . g . ,  m y o c a r d i u m ,  s k e l e t a l  m u s c l e ,  s k i n ,  s p l a n c h n i c  c i r c u l a t i o n )  h a v e  a  h i g h  
v a s c u l a r  t o n e ,  w h e r e a s  o r g a n s  h a v i n g  r e l a t i v e l y  l o w  v a s o d i l a t o r y  c a p a c i t y  ( e . g . ,  
c e r e b r a l  a n d  r e n a l  c i r c u l a t i o n s )  h a v e  a  l o w  v a s c u l a r  t o n e .  I t  i s  f o r  t h i s  r e a s o n  t h a t  
s y s t e m i c  v a s c u l a r  t o n e  a n d  t o t a l  r e s i s t a n c e  t o  f l o w  t h r o u g h  t h e  s y s t e m  n e e d s  t o  
b e  c o n s i d e r e d .  S y s t e m i c  v a s c u l a r  r e s i s t a n c e  ( S V R )  r e f e r s  t o  t h e  t o t a l  r e s i s t a n c e  
t o  b l o o d  f l o w  o f f e r e d  b y  a l l  o f  t h e  s y s t e m i c  v a s c u l a t u r e .  I t  i s  g e n e r a l l y  a s s u m e d  
t h a t  s m a l l  a r t e r i o l e s  f o r m  t h e  m a j o r  s i t e  o f  v a s c u l a r  r e s i s t a n c e .  H o w e v e r ,  s t u d i e s  
i n  t h e  s k e l e t a l  a n d  c a r d i a c  m u s c l e  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  4 0 * 5 5 %  o f  t h e  t o t a l  
n e t w o r k  r e s i s t a n c e  r e s i d e s  i n  l a r g e  a r t e r i o l e s  a n d  s m a l l  a r t e r i e s  w i t h  d i a m e t e r s  
> I 0 0  p m  ( S m a j e  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  B o h l e n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  C h i l i a n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  M e i n i n g e r  
1 9 8 7 ) .  C h a n g e s  i n  t h e  v a s c u l a r  t o n e  o f  t h e s e  v e s s e l s  t h e r e f o r e  h a v e  c o n s i d e r a b l e  
i m p a c t  o n  o v e r a l l  o r g a n  a n d  s y s t e m i c  b l o o d  f l o w .  T h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  C V D  
s t a t e s  t h a t  a r e  i n i t i a t e d  b y ,  o r  r e s u l t  i n ,  a n  a l t e r a t i o n  o f  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  
e n d o t h e l i u m  t o  r e g u l a t e  v e s s e l  t o n e .  
I n d e e d  C V D  h a s  b e e n  c l a s s i f i e d  a s  a n  i n a b i l i t y  o f  t h e  v a s c u l a t u r e  t o  
s y n t h e s i z e ,  r e l e a s e  a n d  r e s p o n d  t o  t h e  v a s o d i l a t o r y  e f f e c t s  o f  n i t r i c  o x i d e  ( N O )  
( O g i t a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  S h e a r  s t r e s s  e x e r t s  a n  a t h e r o p r o t e c t i v e  f o r c e ,  t h a t  m o d u l a t e s  
r e a c t i o n  o f  v e s s e l  t o n e  t o  a p p r o p r i a t e  s t i m u l i  t h r o u g h  t h e  e N O S - d e p e n d e n t  
p r o d u c t i o n  o f  N O  a n d  t h e  a c t i o n s  o f  A C E  t o  p r o d u c e  A n g I I ,  a n  i n a b i l i t y  o r  
d y s f u n c t i o n  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  c a r r y  o u t  t h e s e  i m p o r t a n t  f u n c t i o n s  i s  a n  
i n d i c a t i o n  o f  a  d i s e a s e  s t a t e .  
1 . 4 . 1  R e g u l a t i o n  o f  V e s s e l  T o n e  
V a s c u l a r  t o n e  i s  d e t e r m i n e d  b y  m a n y  d i f f e r e n t  c o m p e t i n g  v a s o c o n s t r i c t o r  
a n d  v a s o d i l a t o r y  i n f l u e n c e s  a c t i n g  o n  t h e  b l o o d  v e s s e l .  H e n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  v a r i o u s  v a s o a c t i v e  m e d i a t o r s  o f  t h e s e  e v e n t s  a n d  t h e  f o r c e s  t h a t  r e g u l a t e  t h e i r  
e x p r e s s i o n  a r e  o f  u t m o s t  i m p o r t a n c e  w h e n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
v a s c u l a r  t o n e .  T h e s e  i n f l u e n c e s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l  i n  r e l a t i o n  t o  
s h e a r  s t r e s s  a n d  t h e  r o l e  p l a y e d  i n  c o n t r o l  o f  v e s s e l  t o n e .  
1 . 4 . 1 . 1  N i t r i c  O x i d e  ( N O )  a s  a  M e d i a t o r  o f  V e s s e l  T o n e  
T h e  a c t i o n s  o f  N O  a n d  i t ' s  e f f e c t s  o n  t h e  v a s c u l a t u r e  h a v e  b e e n  
c o m p r e h e n s i v e l y  s t u d i e d .  I t  w a s  o n e  o f  t h e  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  m e d i a t o r s  o f  
v e s s e l  t o n e  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  p o t e n t  v a s o d i l a t o r .  T h e  e n d o t h e l i u m  
c o n s t i t u t i v e l y  p r o d u c e s  n i t r i c  o x i d e  a n d  t h u s  m a i n t a i n s  t h e  v a s c u l a t u r e  i n  a  
s t e a d y  s t a t e  o f  v a s o d i l a t i o n .  
I n  a d d i t i o n  t o  p r o s t a c y c l i n ,  N O  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  e n d o t h e l i u m - d e p e n d e n t  
t o n i c  r e l a x a t i o n  o f  a l l  t y p e s  o f  b l o o d  v e s s e l s  b y  s t i m u l a t i n g  s o l u b l e  g u a n y l a t e  
c y c l a s e  a n d  i n c r e a s i n g  g u a n o s i n e  3 ' , 5 ' - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  ( c G M P )  i n  s m o o t h  
m u s c l e  c e l l s .  
T h e  i n c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  c G M P  c o n c e n t r a t i o n  l e a d s  t o  a  r e l a x a t i o n  v i a  
a  d e c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  c a 2 +  a n d  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  m y o s i n  l i g h t  c h a i n s  
( L u s c h e r  e t  a ! . ,  1 9 9 0 ) .  N O  a l s o  E u n c t i o n s  a s  a  n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  t h e  c e n t r a l  a n d  
p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m ,  a n d  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  a n t i - m i c r o b i a l  a c t i v i t y  o f  
m a c r o p h a g e s  a s  w e l l  a s  t o  h o r m o n e  r e l e a s e  a n d  p l a t e l e t  i n h i b i t i o n .  T h u s ,  N O  i s  
f o u n d  t o  b e  a c t i v e  i n  t h e  n e u r a l ,  c a r d i o v a s c u l a r  a n d  i m m u n e  s y s t e m s .  B o t h  t y p e  
I 1  ( o r  i n d u c i b l e )  a n d  t y p e  I11 ( o r  e n d o t h e l i a l  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e ,  N O S ) ,  w h i c h  
c a t a l y s e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  L - a r g i n i n e  t o  n i t r i c  o x i d e ,  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( G a l l e y  a n d  W e b s t e r  2 0 0 4 )  S e e  F i g  1 . 3 .  
1  
S m o o t h  M u s c l e  C e l l  
-  
F i g  1 . 3  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  p r o d u c t i o n  o f  e N O S  
T h e  a b i l i t y  o f  l a m i n a r  f l o w  t o  u p - r e g u l a t e  N O S  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  
w i d e l y  s t u d i e d .  I n d e e d  N O S  i s  s o  p o s i t i v e l y  r e g u l a t e d  b y  f l o w  t h a t  t o  d a t e  s i x  
r e p e a t s  o f  t h e  G A G A C C  S S R E  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  5 '  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  
t h e  g e n e  e n c o d i n g  e N O S  ( C o o k e  a n d  D z a u ,  1 9 9 7 ) .  
D y s h n c t i o n  o f  t h e  a c t i o n s  o f  N O  w i t h i n  t h e  v e s s e l  w a l l  i s  a n  i n d i c a t i v e  
m e a s u r e  o f  C V D  s t a t e s .  I n d e e d  l o s s  o f  N O S  a c t i v i t y  a n d  h e n c e  a v a i l a b l e  N O  
w i t h i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  a  n u m b e r  o f  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  
h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ,  a t h e r o s c l e r o s i s  a n d  h y p e r t e n s i o n .  S t u d i e s  h a v e  l i n k e d  t h e  
a c t i o n s  o f  N O  w i t h  r e g u l a t i o n  o f  V C A M - 1  a n d  M C P - 1  w i t h i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  
t h u s  e l u c i d a t i n g  a  r o l e  f o r  N O  i n  a t h e r o g e n e s i s  ( C o o k e  a n d  D z a u ,  1 9 9 7 ) .  I n  
a d d i t i o n  t o  t h e  a b i l i t y  o f  N O  t o  m o d u l a t e  v a s c u l a r  h e a l t h  v i a  v e s s e l  t o n e ,  i t  h a s  
a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s  a  s t r o n g  a n t i - i n f l a m m a t o r y  c a p a c i t y .  N u c l e a r  f a c t o r  
k a p p a  B  ( N F K B )  i s  a  r e d o x - s e n s i t i v e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  w h i c h  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  
r e g u l a t e ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  g e n e  e x p r e s s i o n  o f  m a n y  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  
i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e s ,  n a m e l y  c y t o k i n e s ,  g r o w t h  f a c t o r s ,  a n d  a d h e s i o n  
m o l e c u l e s .  N F K B  i s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  i n  a  n o n - a c t i v a t e d  s t a t e  b y  
a s s o c i a t i o n  w i t h  a n  i n h i b i t o r  s u b u n i t ,  I K B .  C o n s t i t u t i v e  n i t r i c  o x i d e  p r o d u c t i o n  i n  
t h e  e n d o t h e l i u m  i n h i b i t s  a d h e s i o n  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  t h r o u g h  a  s t a b i l i z a t i o n  o f  
I K B ,  t h u s  a t t e n u a t i n g  p r o - i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e s  ( G a l l e y  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
1 . 5  T h e r m o l y s i n - L i k e  Z i n c  M e t a l l o p e p t i d a s e s  ( T L Z M )  
M e t a l - d e p e n d e n t  p r o t e a s e s  c o n s t i t u t e  o n e  o f  t h e  f o u r  m a j o r  t y p e s  o f  
p r o t e a s e ,  t h e  o t h e r s  b e i n g  a s p a r t i c ,  s e r i n e  a n d  c y s t e i n e  p r o t e a s e s .  T h i s  
c l a s s i f i c a t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  c a t a l y t i c  m e c h a n i s m  a n d  t h e  c r i t i c a l  a c t i v e  s i t e  
a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i n v o l v e d .  I n  t h e  c a s e  o f  m e t a l l o p e p t i d a s e s ,  a n  a c t i v a t e d  
w a t e r  m o l e c u l e  c o m p l e x e d  t o  t h e  d i v a l e n t  c a t i o n ,  u s u a l l y  Z n 2 + ,  s e r v e s  a s  t h e  
n u c l e o p h i l e ,  a t t a c k i n g  t h e  c a r b o n y l  g r o u p  o f  t h e  t a r g e t e d  p e p t i d e  b o n d .  R a w l i n g s  
a n d  B a r r e t t  p r o p o s e d  a  c l a s s i f i c a t i o n  s y s t e m  b a s e d  n o t  o n l y  o n  t h e  c a t a l y t i c  
m e c h a n i s m ,  b u t  a l s o  t h e  e v o l u t i o n a r y  l i n k s  b e t w e e n  e n z y m e s  ( R a w l i n g s  a n d  
B a r r e t t ,  1 9 9 3 ) .  M o s t  m a m m a l i a n  m e t a l l o p e p t i d a s e s  f a l l  i n t o  o n e  o f  f o u r  c l a n s  o r  
s u b -  c l a n s .  
B y  f a r  t h e  l a r g e s t  g r o u p ,  C l a n  M A ,  i s  d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e  a c t i v e  s i t e  
H E X X H  m o t i f ,  w h e r e  t h e  t w o  h i s t i d i n e  r e s i d u e s ,  t o g e t h e r  w i t h  a  t h i r d  d i s t a n t  
r e s i d u e ,  b i n d  t h e  z i n c  a t o m .  T h i s  c l a n  i s  d i v i d e d  i n t o  t w o  m a j o r  s u b - c l a n s :  
M A ( E ) ,  t h e  " g l u z i n c i n s " ,  w h e r e  t h e  t h i r d  l i g a n d  i s  a  g l u t a m a t e ,  a n d  M A ( M ) ,  
" m e t z i n c i n s " ,  w h e r e  a  t h i r d  h i s t i d i n e  o r  a n  a s p a r t a t e  r e s i d u e  s e r v e s  t h i s  p u r p o s e .  
T h i s  l a t t e r  g r o u p  i s  t y p i f i e d  b y  t h e  m a t r i x  m e t a l l o p r o t e a s e s  a n d  t h e i r  r e l a t i v e s ,  
i n c l u d i n g  t h e  A D A M s  ( a  d i s i n t e g r i n  a n d  m e t a l l o p r o t e a s e ) .  T h e  g l u z i n c i n s  a r e  
f u r t h e r  d i v i d e d  i n t o  f a m i l i e s  b a s e d  o n  h o m o l o g y .  T h e  f a m i l i e s  m o s t  r e l e v a n t  t o  
m a m m a l i a n  s i g n a l i n g  s y s t e m s  a r e  M 1  ( a m i n o p e p t i d a s e s ) ,  M 2  ( a n g i o t e n s i n  
c o n v e r t i n g  e n z y m e  f a m i l y ) ,  M 3  ( E P 2 4 . 1  S l t h i m e t  o l i g o  p e p t i d a s e  a n d  
E P 2 4 . 1 6 / n e u r o l y s i n ) ,  a n d  M 1 3  ( n e u t r a l  e n d o p e p t i d a s e  f a m i l y ,  w h i c h  a l s o  
i n c l u d e s  e n d o t h e l i n  c o n v e r t i n g  e n z y m e ) .  
T h e  m e t a l l o c a r b o x y p e p t i d a s e s  b e l o n g  t o  t h e  c l a n  M C ,  w h i l e  a  s m a l l e r  
g r o u p  o f  p e p t i d a s e s ,  i n  w h i c h  t h e  a c t i v e  s i t e  m o t i f  i s  r e v e r s e d  ( H X X E H ;  t h e  s o -  
c a l l e d  " i n v e r z i n c i n s " )  a n d  t y p i f i e d  b y  i n s u l i n - d e g r a d i n g  e n z y m e s  ( i n s u l y s i n ) ,  
b e l o n g  t o  t h e  M 1 6  f a m i l y  w i t h i n  t h e  M E  ( L e w ,  2 0 0 4 ) .  
A s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d ,  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  
m e m b e r s  o f  t h i s  c l a n  n a m e l y  A C E ,  E C E ,  N E P ,  N e u r o l y s i n  a n d  T H O P ;  a l l  o f  
w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  r o l e s  i n  t h e  c o n t r o l  o f  v a s c u l a r  t o n e .  G i v e n  t h i s ,  
t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e s e  m e t a l l o p e p t i d a s e s  m i g h t  
b e  s e n s i t i v e  t o  h e m o d y n a r n i c  s t i m u l i  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d .  E a c h  p e p t i d a s e  w i l l  
b e  d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l  i n  r e l a t i o n  t o  s h e a r  s t r e s s  a n d  v e s s e l  t o n e .  
1 . 5 . 1  A n g i o t e n s i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e  ( A C E )  
A n g i o t e n s i n - I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  ( A C E ,  a l s o  k n o w n  a s  p e p t i d y l -  
d i p e p t i d a s e  A  o r  k i n i n a s e  11) w a s  f i r s t  i s o l a t e d  i n  1 9 5 6  a n d  s h o w n  t o  b e  a  
c h l o r i d e - d e p e n d e n t  m e t a l l o e n z y m e  t h a t  c l e a v e s  a  d i p e p t i d e  f r o m  t h e  c a r b o x y l  
t e r m i n u s  o f  t h e  d e c a p e p t i d e  a n g i o t e n s i n  I  t o  f o r m  t h e  p o t e n t  v a s o p r e s s o r  ( b l o o d  
v e s s e l  c o n s t r i c t o r )  a n g i o t e n s i n  1 1 .  I n  a d d i t i o n ,  i t  i n a c t i v a t e s  t h e  v a s o d i l a t o r  
b r a d y k i n i n  b y  s e q u e n t i a l  r e m o v a l  o f  t w o  c a r b o x y - t e r m i n a l  d i p e p t i d e s .  I n d e e d ,  i t  
i s  a  b r o a d s p e c i f i c i t y  d i p e p t i d y l  c a r b o x y p e p t i d a s e  a n d  m a y  a l s o  a c t  o n  n o n -  
v a s o a c t i v e  p e p t i d e s .  T h e r e  a r e  t w o  f o r m s  o f  A C E  i n  h u m a n s ,  e n c o d e d  b y  a  s i n g l e  
g e n e  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  1 7  a t  q 2 3 ;  i t  i s  2 1  k b  i n  l e n g t h  a n d  c o n t a i n s  2 6  
e x o n s  a n d  2 5  i n t r o n s .  
T h e  l o n g e r  f o r m ,  k n o w n  a s  s o m a t i c  A C E  ( s A C E ) ,  i s  t r a n s c r i b e d  f i o m  
e x o n s  1 - 1  2  a n d  1 4 - 2 6 ,  w h e r e a s  t h e  s h o r t e r  f o r m ,  k n o w n  a s  g e r m i n a l  o r  t e s t i c u l a r  
A C E  ( g A C E ) ,  i s  t r a n s c r i b e d  f r o m  e x o n s  1 3 - 2 6  ( C o r v o l  a n d  W i l l i a m s ,  1 9 9 8 ) .  
H u m a n  s A C E  i s  a  t y p e - I  m e m b r a n e - b o u n d  p r o t e i n .  I t  c o n s i s t s  o f  a  2 8 - r e s i d u e  
c a r b o x y - t e r m i n a l  c y t o s o l i c  d o m a i n ,  a  2 2 - r e s i d u e  h y d r o p h o b i c  t r a n s m e m b r a n e  
d o m a i n  a n d  a  1 2 2 7 - r e s i d u e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  t h a t  i s  h e a v i l y  g l y c o s y l a t e d .  
T h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  i s  h r t h e r  d i v i d e d  i n t o  t w o  h o m o l o g o u s  d o m a i n s ,  a  6 1 2 -  
r e s i d u e  N  d o m a i n  a t  t h e  a m i n o  t e r m i n u s  l i n k e d  b y  a  1 5 - r e s i d u e  s e q u e n c e  t o  a  
6 0 0 - r e s i d u e  C  d o m a i n .  E a c h  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  c o n t a i n s  a n  H E X X H  
s e q u e n c e  i n  w h i c h  t h e  t w o  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  s e r v e  a s  z i n c - b i n d i n g  l i g a n d s ;  
t o g e t h e r  w i t h  a  g l u t a m i n e  l o c a t e d  2 3 - 2 4  r e s i d u e s  t o w a r d  t h e  c a r b o x y l  t e r m i n u s  
a n d  a  w a t e r  m o l e c u l e ,  t h e y  p r o v i d e  t h e  m e t a l  w i t h  t e t r a h e d r a l  c o o r d i n a t i o n  
g e o m e t r y  ( W e i ,  A l h e n c - G e l a s  e t  a l .  1 9 9 1 ) ;  ( J a s p a r d ,  W e i  e t  a l .  1 9 9 3 ) .  
H u m a n  s A C E  i s  e x p r e s s e d  s t r o n g l y  i n  m a n y  t y p e s  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  
e s p e c i a l l y  i n  t h e  c a p i l l a r i e s  o f  t h e  l u n g ,  a s  w e l l  a s  i n  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e  k i d n e y ,  
s m a l l  i n t e s t i n e  a n d  e p i d i d y m i s .  I n d e e d ,  m i c r o a r r a y  a n a l y s i s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  
i n d i c a t e s  t h a t  s A C E  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  v i r t u a l l y  a l l  m a m m a l i a n  t i s s u e s  
( C o a t e s ,  2 0 0 3 ) .  A s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d ,  A C E  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  
v a s c u l a t u r e ,  m e d i a t i n g  v e s s e l  t o n e  t h r o u g h  a c t i o n  o n  v a s o m o t i v e  p e p t i d e s .  T h e  
s p e c i f i c  r o l e  p l a y e d  b y  A C E  i n  r e l a t i o n  i n  v e s s e l  t o n e  a n d  t h e  i m p a c t  o f  s h e a r  
s t r e s s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l .  
1 . 5 . 1 . 1  A n g i o t e n s i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e  ( A C E )  a s  a  M e d i a t o r  o f  V e s s e l  T o n e  
A n g i o t e n s i n  I 1  ( A n g  11) i s  a  w e l l  k n o w n  a n d  h i g h l y  c h a r a c t e r i z e d  
v a s o c o n s t r i c t o r .  I t  i s  c o n s i d e r e d  a s  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o n e n t  o f  t h e  
r e n n i n  a n g i o t e n s i n  s y s t e m  ( R A S ) .  T h e  R A  s y s t e m  i s  a  h o r m o n a l  s y s t e m  w h i c h  
h e l p s  t o  r e g u l a t e  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  e x t r a c e l l u l a r  v o l u m e  i n  t h e  b o d y .  
T h e  s y s t e m  c o m p r i s e s  o f  a  n u m b e r  o f  o r g a n s  a n d  c e l l  t y p e s  
p r o d u c i n g l r e l e a s i n g  a n d  r e s p o n d i n g  t o  a  n u m b e r  o f  f a c t o r s .  P r i m a r y  a m o n g  t h e m  
i s  e n d o t h e l i u m - d e r i v e d  A n g  I 1  ( S e e  F i g  1 . 4 )  ( I s e n o v i c  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
W a t e r  a n d  S a l t  R e t e n t i o n  
V e s s e l  C o n t r a c t i o n  
F i g  1 . 4  T h e  R e n i n - A n g i o t e n s i n  S y s t e m  
S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  a c t i o n s  o f  A n g  I 1  a r e  m o d u l a t e d  v i a  t h e  A T 1  
a n d  A T 2  r e c e p t o r s .  
A l l  c l a s s i c  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  A n g  1 1 ,  s u c h  a s  
v a s o c o n s t r i c t i o n ,  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  a l d o s t e r o n e  a n d  v a s o p r e s s i n  r e l e a s e ,  s o d i u m  
a n d  w a t e r  r e t e n t i o n ,  a n d  s y m p a t h e t i c  f a c i l i t a t i o n ,  a r e  m e d i a t e d  b y  t h e  A T 1  
r e c e p t o r  ( D e  G a s p a r o ,  2 0 0 2 ,  K a s c h i n a  a n d  U n g e r ,  2 0 0 3 ) .  P u e y o  e t  a l ,  s h o w e d  
v a s o c o n s t r i c t i o n  i n  S M C  v i a  t h e  A T I  r e c e p t o r  ( P u e y o  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  .  T h e  A T 2  
r e c e p t o r ,  i n  c o n t r a s t ,  i s  u p - r e g u l a t e d  i n  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s ,  a n d  i t  c o u n t e r a c t s  
s e v e r a l  o f  t h e  g r o w t h  r e s p o n s e s  i n i t i a t e d  b y  t h e  A T I  a n d  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r s .  
A n g  I 1  i s  f o r m e d  b y  t h e  a c t i o n s  o f  A C E  o n  A n g i o t e n s i n  I  ( A n g  I ) .  A C E  
w a s  f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  p l a s m a  a n d  i d e n t i f i e d  a s  t h e  p r i m a r y  p e p t i d a s e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  A n g  I 1  ( S k e g g s  e t  a l . ,  1 9 5 4 ,  1 9 5 6 ) .  S i n c e  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  
t h o s e  s t u d i e s ,  m u c h  w o r k  h a s  c o n c e n t r a t e d  o n  A C E  e x p r e s s i o n  a n d  h a s  i s o l a t e d  
t h i s  i m p o r t a n t  p e p t i d a s e  t o  a  n u m b e r  o f  c e l l  a n d  t i s s u e  t y p e s  ( C u s h m a n  a n d  
C h e u n g ,  1 9 7 1 ) .  D u e  t o  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  A C E  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  v e s s e l  t o n e  
v i a  A n g  1 1 ,  i t  w a s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  A C E  e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  w a s  
m o d u l a t e d  b y  f l u i d  f l o w  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  t o  t h a t  o f  e N O S .  F o l l o w i n g  
i n v e s t i g a t i o n ,  A C E  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  w a s  s h o w n  t o  b e  s h e a r  r e s p o n s i v e ,  
w i t h  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  r e d u c e d  b y  4 9 . 5 %  a f t e r  1 8  h r  o f  s h e a r  s t r e s s  a t  2 0  
d y n e s / c m 2 .  T h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  t h e  g e n e  e n c o d i n g  f o r  A C E  w a s  a l s o  s h o w n ,  
t h r o u g h  t h e  u s e  o f  r e p o r t e r  g e n e  a s s a y s ,  t o  c o n t a i n  t h e  c l a s s i c  S S R E  t y p i c a l l y  
r e s p o n s i b l e  f o r  s e n s i t i v i t y  t o  s h e a r  s t r e s s  ( R i e d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  I n c i d e n t a l l y ,  u p o n  
c l o s e r  s t u d y ,  t h i s  s a m e  g r o u p  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  c l a s s i c  S S R E ,  w h i l e  p r e s e n t  i n  
t h e  p r o m o t e r  r e g i o n ,  w a s  n o t  a c t i v e  u n d e r  t h e i r  s h e a r  s t r e s s  e x p e r i m e n t a l  
p a r a d i g m .  
I n  a n  e f f o r t  t o  e x p l a i n  t h e i r  p r e v i o u s  f i n d i n g  o f  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  
A C E  l e v e l s ,  t h e  g r o u p  i d e n t i f i e d  t w o  c i s - a c t i n g  e l e m e n t s ,  B a r b i e  a n d  G A G A  
b o x e s ,  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h e i r  r e s p o n s i v e n e s s  t o  f l u i d  f l o w  a n d  t h e i r  r o l e  i n  t h e  
o b s e r v e d  s h e a r - i n d u c e d  e f f e c t s  ( M i y a k a w a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  
W h i l e  i t  i s  c l e a r  f i o m  p r e v i o u s  s t u d i e s  t h a t  s h e a r  s t r e s s  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  
r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h i s  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e ,  l i t t l e  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  
t o  f u l l y  e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  h e m o d y n a m i c  f o r c e  e x e r t s  i t s  e f f e c t s .  
W o r k  h a s  m a i n l y  f o c u s e d  o n  A C E  a s  a  c l i n i c a l  t a r g e t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  C V D  
s t a t e s  s u c h  a s  h y p e r t e n s i o n .  O f  g r e a t  s i g n i f i c a n c e ,  t h e  t w o  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  
a l t e r a t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  h y p e r t e n s i o n  ( c o r o n a r y  i s c h e m i a  a n d  f i b r o s i s )  a r e  
s h o w n  t o  b e  i m p r o v e d  s i g n i f i c a n t l y  b y  t h e  a n t i - h y p e r t e n s i v e  a g e n t s ,  A C E  
i n h i b i t o r s  a n d  A T 1  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s .  I n  a d d i t i o n ,  p r o l o n g e d  c o - a d m i n i s t r a t i o n  
o f  a n  A C E  i n h i b i t o r  w i t h  L - a r g i n i n e ,  a  s o u r c e  o f  N O  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  
r e s u l t  i n  a d d i t i v e  h e m o d y n a m i c  a n d  a n t i - f i b r o t i c  i m p r o v e m e n t s  ( F r o h l i c h ,  2 0 0 1 ) .  
1 . 5 . 2  E n d o t h e l i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e  ( E C E )  
T w o  i s o e n z y m e s  o f  E C E  ( E C E - 1  a n d  E C E - 2 )  h a v e  s o  f a r  b e e n  i d e n t i f i e d .  
B o t h  a r e  t y p e  I 1  i n t e g r a l  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  b e l o n g i n g  t o  a  f a m i l y  o f  m e m b r a n e -  
b o u n d  m e t a l l o p r o t e a s e s .  T h e y  h a v e  a  s h o r t  c y t o p l a s m i c  t a i l  i n  t h e  N H 2 - t e r m i n u s ,  
f o l l o w e d  b y  a  m e m b r a n e - s p a n n i n g  r e g i o n  a n d  a  l a r g e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  
c o n t a i n i n g  a  z i n c - b i n d i n g  m o t i f  e s s e n t i a l  f o r  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  
B o t h  E C E - 1  
a n d  E C E - 2  c a t a l y z e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b i g  E T - 1  m o s t  
e f f i c i e n t l y  a m o n g  t h e  t h r e e  b i g  E T s  i n  v i t r o ,  w i t h  a  n e u t r a l  a n d  a c i d i c  o p t i m u m  
p H  o f  6 . 8  a n d  5 . 6  f o r  E C E - 1  a n d  E C E - 2 ,  r e s p e c t i v e l y .  C o n v e r s i o n  o f  b i g  E T s  
a r e  h e n c e  p r o t e o l y t i c  a c t i v a t i o n  i s  c a r r i e d  o u t  b y  E C E 1 1 2  v i a  c l e a v a g e  a t  t h e  
c o m m o n  T r p 2 1  r e s i d u e .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  E C E - 1  m R N A  i n  b o v i n e  a n d  r a t  
t i s s u e s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  N o r t h e r n  b l o t  a n d  R T - P C R  a n a l y s e s  ( I k u r a  e t  a l .  
1 9 9 4 ;  X u  e t  a l .  1 9 9 4 ;  S h i m a d a  e t  a l .  1 9 9 5 ) .  T h e y  d e m o n s t r a t e d  p a r t i c u l a r l y  h i g h  
l e v e l s  o f  E C E - 1  m R N A  i n  t h e  l u n g ,  a d r e n a l  g l a n d ,  o v a r y ,  t e s t i s ,  a n d  h e a r t .  I n  
s i t u  h y b r i d i z a t i o n  c o n f i r m e d  t h a t  E C E - 1  m R N A  i s  f o u n d  i n  v a r i o u s  b o v i n e  
t i s s u e s ,  w i t h  t h e  l a r g e s t  a m o u n t s  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  c e r t a i n  p a r e n c h y m a l  
c e l l s  ( X u  e t  a l .  1 9 9 4 ) .  T a k a h a s h i  e t  a l .  ( 1 9 9 5 )  p e r f o r m e d  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  
s t u d i e s  w i t h  r a t  t i s s u e  s e c t i o n s  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M A b s )  r a i s e d  a g a i n s t  
p u r i f i e d  r a t  E C E .  T h e y  d e t e c t e d  E C E - 1  p r o t e i n  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  t h e  
a o r t a ,  l u n g ,  k i d n e y ,  l i v e r ,  a n d  h e a r t ,  a n d  i n  c e r t a i n  e n d o c r i n e  c e l l s ,  s u c h  a s  t h e  
c h r o m a f f i n  c e l l s  o f  t h e  a d r e n a l  g l a n d  a n d  t h e  b - c e l l s  o f  t h e  p a n c r e a t i c  i s l e t s .  
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  h u m a n  E C E - 1  h a s  b e e n  a n a l y z e d  b y  N o r t h e r n  b l o t t i n g  
( S c h m i d t  e t  a l .  1 9 9 4 ;  V a l d e n a i r e  e t  a l .  1 9 9 5 )  a n d  R T - P C R  ( R o s s i  e t  a l .  1 9 9 5 ) ,  
s h o w i n g  t h a t  E C E - 1  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  v a r i o u s  t i s s u e s .  H o w e v e r ,  t h e s e  
s t u d i e s  d e t e c t e d  m R N A  i n  t i s s u e  h o m o g e n a t e s ,  s o  t h e y  p r o v i d e  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  
a b o u t  t h e  c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  E C E -  1  i n  h u m a n s .  
1 . 5 . 2 . 1  E n d o t h e l i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e  ( E C E )  a s  a  M e d i a t o r  o f  V e s s e l  T o n e  
E n d o t h e l i n  ( E T )  i s  a  h i g h l y  p o t e n t  v a s o c o n s t r i c t i v e  p e p t i d e  t h a t  w a s  
i n i t i a l l y  i s o l a t e d  f r o m  t h e  c o n d i t i o n e d  m e d i a  o f  c u l t u r e d  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
I n d e e d ,  b y  1 9 8 8 ,  d e t a i l s  o f  t h e  i s o l a t i o n ,  i d e n t i f i c a t i o n ,  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e ,  
c D N A  s e q u e n c e  a n d  p h a r m a c o l o g y  o f  E T  h a d  b e e n  p u b l i s h e d  ( Y a n a g i s a w a  e t  
a l . ,  1 9 8 8 ) .  T o  d a t e ,  a  n u m b e r  o f  a d d i t i o n a l  i s o f o r m s  h a v e  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d .  
O f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  i n  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m  a r e  t h e  e n d o g e n o u s  
i s o f o r m s  o f  E T - 1 ,  E T - 2  a n d  E T - 3 .  T h e s e  i s o f o r m s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  a  
h i g h l y  s i m i l a r  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e ,  w i t h  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e i r  r e c e p t o r  a f f i n i t y  a n d  
s i t e  o f  a c t i o n .  W h i l s t  t h e y  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f i o m  a  n u m b e r  o f  c e l l  a n d  t i s s u e  
t y p e s ,  E T - 1  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  p r e d o m i n a n t l y  e x p r e s s e d ,  a n d  h e n c e  a c t i v e ,  
i s o f o r m  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( M a s a k i ,  2 0 0 4 ) .  
T w o  r e c e p t o r  t y p e s  h a v e  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  f o r  t h e s e  t h r e e  i s o f o r m s ,  
E T a  a n d  E T b .  
E T a  r e c e p t o r s  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  b i n d  t h e  E T - 1  a n d  E T - 2  
i s o f o r m s ,  w h i l s t  t h e  E T b  r e c e p t o r  b i n d s  a l l  t h r e e  i s o f o n n s  w i t h  e q u a l  a f f i n i t y .  
S t u d i e s  h a v e  i d e n t i f i e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  E T  r e c e p t o r s  i n  v a s c u l a r  S M C s .  T h e  
E T a  r e c e p t o r ,  w h i c h  p r e f e r e n t i a l l y  b i n d s  E T - 1  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  S M C  
c o n t r a c t i o n  i n  a  c a 2 + - d e p e n d e n t  m a n n e r  ( S u m m e r  e t  a l ,  1 9 9 2 ) .  T h e  E T b  r e c e p t o r  
h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  p l a y  a  r o l e  i n  E T - 1  d e p e n d e n t  m e d i a t i o n  o f  
v a s c u l a r  t o n e  ( S e e  F i g  1 . 5 ) .  
W h i l s t  t h e  p r e d o m i n a n t  f u n c t i o n  o f  E T - 1  i s  t o  e f f e c t  a  p o t e n t  a n d  
s u s t a i n e d  c o n t r a c t i o n  i n  S M C s ,  e v i d e n c e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d i c a t e  a n  a u t o -  
r e g u l a t i o n  o r  p o s s i b l e  n e g a t i v e  f e e d b a c k  m e c h a n i s m  v i a  t h e  E T b  r e c e p t o r .  T h e  
E T b  r e c e p t o r  h a s  b e e n  s h o w n  t o  f a c i l i t a t e  v a s o d i l a t i o n  o f  t h e  a r t e r y  v i a  N O  a n d  
p r o s t a g l a n d i n  r e l e a s e  ( V e r h a r r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
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E T b  R e c e p t i  
V a s o c o n s t r i c t i o n  V a s o d i l a t i o n  
F i g  1 . 5  D i a g r a m  o f  E T  I s o f o r r n s  a n d  t h e  R e c e p t o r s  t h e y  P r e f e r e n t i a l l y  B i n d  
E C E ,  p r i m a r i l y  e x p r e s s e d  i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  i s  t h e  p e p t i d a s e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  E T  f r o m  t h e  i n a c t i v e  p r o E T  o r  b i g - E T  ( L u s c h e r  a n d  B a r t o n ,  
2 0 0 0 ) .  T h e  E T s  a r e  e x p r e s s e d  c o n s t i t u t i v e l y  b y  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l ,  s m o o t h  
m u s c l e  a n d  o t h e r  c e l l  t y p e s .  T h e i r  b i o s y n t h e s i s  i n v o l v e s  a  s e r i e s  o f  p r o t e o l y t i c  
s t e p s  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  t h e  i n i t i a l  p r e p r o E T  p r o d u c t .  T h e  p r o c e s s i n g  p a t h w a y  
f r o m  p r e p r o E T  t o  a c t i v e  E T  i n v o l v e s  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  b i o l o g i c a l l y  i n a c t i v e  
i n t e r m e d i a t e  b i g - E T  b y  E C E .  
H e n c e  E C E  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  i n  E T - m e d i a t e d  v a s o m o t i v e  e v e n t s ,  i n  
t h a t  i t  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e i r  c o n v e r s i o n  t o  a n  a c t i v e  s t a t e  ( Y a n a g i s a w a  e t  a l . ,  
1 9 8 8 ) .  P u b l i c a t i o n  o f  t h e  c o m p l e t e  e x o n l i n t r o n  s t r u c t u r e  o f  h u m a n  E C E  
( V a l d e n a i r e  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) ,  a l l o w e d  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  f o u r  c l a s s i c  G A G A C C  
S S R E s  i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n ,  t h u s  i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s  a s  a  
m e d i a t o r  o f  E C E  e x p r e s s i o n .  T h i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  b y  t h e  f i n d i n g  o f  s i m i l a r  
S S R E  s i t e s  i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  E T - 1  ( R e s n i c k  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  O r z e c h o w s k i  e t  
a l . ,  1 9 9 7 ) .  
A  n u m b e r  o f  s t u d i e s  e x p l o r i n g  t h e  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s i v e n e s s  o f  E C E  
h a v e  f o l l o w e d  t h e s e  p u b l i c a t i o n s  a n d  h a v e  s h o w n  a  m a r k e d  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  
E C E  e x p r e s s i o n  d u e  t o  s h e a r ,  w i t h  a t t e n u a t i o n  r a n g i n g  f r o m  3 4 %  t o  7 5 %  o f  
c o n t r o l  l e v e l s  ( M o r a w i e t z  e t  a l . ,  2 0 0 0 ,  M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
D u e  t o  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  e n d o t h e l i n  s y s t e m  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
v e s s e l  t o n e ,  a s  e v i d e n c e d  b y  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s t u d i e s ,  t h i s  s y s t e m  h a s  b e e n  
t h e  f o c u s  o f  i n t e r e s t  a s  a  p o s s i b l e  c l i n i c a l  t a r g e t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  C V D .  
E l e v a t e d  E T  l e v e l s  h a v e  b e e n  l i n k e d  t o  a  n u m b e r  o f  C V D  s t a t e s  i n c l u d i n g ,  
c h r o n i c  h e a r t  f a i l u r e ,  h y p e r t e n s i o n ,  a t h e r o s c l e r o s i s ,  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n  a n d  
c h r o n i c  r e n a l  f a i l u r e  ( M a s a k i . ,  2 0 0 4 ) .  
T o  
d a t e  a  n u m b e r  o f  E T  r e c e p t o r  
a n t a g o n i s t s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  t o  r e d u c e  o v e r a l l  b l o o d  p r e s s u r e .  
T h e  E T a  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s  B Q 1 2 3  a n d  D a r u s e n t a n  w e r e  s h o w n  t o  d e c r e a s e  
m e a n  a r t e r i a l  p r e s s u r e  i n  a n i m a l  m o d e l s  ( L e s l i e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n d e e d  t h e  F o o d  
a n d  D r u g  A d m i n i s t r a t i o n  ( F D A ) ,  i n  2 0 0 1 ,  a p p r o v e d  t h e  u s e  o f  B o s e n t a n  f o r  t h e  
t r e a t m e n t  o f  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n ,  w i t h  a  1 - y e a r  r e p o r t  d e s c r i b i n g  t h e  l o n g  
t e r m  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  t h i s  t r e a t m e n t  ( S i t b o n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
W h i l s t  m o r e  w o r k  h a s  f o c u s e d  o n  t h e  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s  f o r  E T  
r e c e p t o r s ,  t h e r e  i s  m u c h  e v i d e n c e  t o  i n d i c a t e  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  E C E  i n h i b i t o r s  a s  
p a r t  o f  c l i n i c a l  t r e a t m e n t .  E C E  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  e l e v a t e d  i n  a  
n u m b e r  a  C V D  s t a t e s ,  n a m e l y  a t h e r o s c l e r o s i s  a n d  h y p e r t e n s i o n .  I n  s t u d i e s  
e m p l o y i n g  r a t  b a l l o o n - i n j u r e d  a r t e r i e s ,  E C E  e x p r e s s i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  e l e v a t e d  
a b o v e  t h e  n o r m .  T h i s  f i n d i n g  w a s  i n t e r e s t i n g ,  a s  b a l l o o n  a n g i o p l a s t y  d e s t r o y s  t h e  
e n d o t h e l i u m ,  t h u s  i n d i c a t i n g  a n  a l t e r n a t i v e  e x p r e s s i o n  s i t e  ( W a n g ,  D o u g l a s  e t  a l .  
1 9 9 6 ) .  
N e o i n t i m a l  S M C s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a  p o s s i b l e  l o c a t i o n  f o r  E C E  
e x p r e s s i o n  i n  t h i s  p a t h o l o g i c a l  s t a t e .  B l o c k a g e  o f  E C E  i n  t h i s  o c c a s i o n  w a s  
s u c c e s s f u l  i n  r e d u c i n g  n e o i n t i m a l  f o r m a t i o n  p o s t  i n j u r y .  W o r k  i n  t h i s  a r e a  i s  s t i l l  
i n  a n  e a r l y  s t a g e ,  d u e  i n  p a r t  t o  t h e  l a c k  o f  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e x a c t  
m e c h a n i s m s  t h a t  u n d e r l i e  E C E  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  a n d  a n  i n a b i l i t y  t o  i s o l a t e  
a n  i n h i b i t o r  c a p a b l e  o f  s e l e c t i v e l y  t a r g e t i n g  E C E .  
T o  t h i s  e n d ,  e m p l o y m e n t  o f  
E C E  i n h i b i t o r s  h a s  b e e n  m a i n l y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  i n h i b i t o r s  o f  o t h e r  
v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s ,  n a m e l y  A C E  a n d  N e p r i l y s i n  ( T u r n e r  a n d  T a n z a w a ,  1 9 9 7 ) .  
1 . 5 . 3  N e p r i l y s i n I N e u t r a l  E n d o p e p t i d a s e  ( N E P )  
N e u t r a l  e n d o p e p t i d a s e  ( N E P )  i s  a n  e n d o t h e l i a l ,  m e m b r a n e - b o u n d  z i n c  
m e t a l l o p e p t i d a s e ,  t h a t  c l e a v e s  e n d o g e n o u s  p e p t i d e s  a t  t h e  a m i n o  s i d e  o f  
h y d r o p h i l i c  r e s i d u e s .  T h e  m e m b r a n e - b o u n d  m e t a l l o p r o t e i n a s e  h a s  a  c a t a l y t i c  
u n i t  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  A C E  a n d  i n d e e d  i s  c l a s s e d  a s  a  f e l l o w  m e m b e r  o f  t h e  s a m e  
m e t a l l o e n d o p e p t i d a s e  f a m i l y .  
A l t h o u g h  e x p r e s s i o n  o f  N E P  i s  g r e a t e s t  i n  t h e  k i d n e y ,  i t  w a s  f r o m  s t u d i e s  
o n  t h e  b r a i n ' s  m e t a b o l i s m  o f  e n k e p h a l i n s  t h a t  t h e  f i r s t  p h y s i o l o g i c a l  r o l e s  w e r e  
i d e n t i f i e d .  N E P  i s  l o c a t e d  o n  n e u r o n a l  c e l l s  a s  a  s y n a p t i c  e c t o e n z y m e ,  w h e r e  i t  
c a n  i n a c t i v a t e  r e l e a s e d  e n k e p h a l i n s ,  h e n c e  i t s  o r i g i n a l  n a m e  o f  " E n k e p h a l i n a s e " .  
S u b s e q u e n t  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  i t  c a p a b l e  o f  t e r m i n a t i n g  t h e  a c t i o n s  o f  o t h e r  
n e u r o p e p t i d e s ,  s u c h  a s  s u b s t a n c e  P  i n  t h e  t a c h y l u n i n  f a m i l y  ( T u r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
N E P  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  p r o f o u n d  a c t i v i t y  o u t s i d e  o f  t h e  n e r v o u s  
s y s t e m .  I t  i s  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s ,  c a r d i a c  
m y o c y t e s ,  r e n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  f i b r o b l a s t s .  N E P  i s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  l u n g ,  
g u t ,  a d r e n a l  g l a n d s ,  a n d  h e a r t .  I t  c a t a l y z e s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  v a s o d i l a t o r  
p e p t i d e s ,  i n c l u d i n g  A N P ,  B N P ,  C N P  a n d  b r a d y k i n i n ,  a s  w e l l  a s  v a s o c o n s t r i c t o r  
p e p t i d e s ,  i n c l u d i n g  e n d o t h e l i n - 1  a n d  A n g  I 1  ( C o r t i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
1 . 5 . 3 . 1  N e p r i l y s i n  ( N E P )  a s  a  M e d i a t o r  o f  V e s s e l  T o n e  
C - t y p e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  ( C N P )  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  
f a m i l y ,  w h i c h  i s  p r o d u c e d  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  m a y  p l a y  a n  
i m p o r t a n t  p a r a c r i n e  r o l e  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  O t h e r  m e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y  
i n c l u d e  a t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  ( A N P )  a n d  b r a i n  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  ( B N P ) ,  b o t h  
f o u n d  t o  b e  p r o d u c e d  p r e d o m i n a n t l y  b y  t h e  c e l l s  o f  t h e  h e a r t  a n d  s e c r e t e d  i n t o  
c i r c u l a t i n g  b l o o d  p l a s m a ,  w i t h  B N P  a l s o  s e r v i n g  a  r o l e  a s  a  r e g u l a t o r  o f  
n e u r o p e p t i d e s  i n  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .  M e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y  h a v e  b e e n  s h o w n  
t o  a c t  o n  a  s p e c i f i c  f a m i l y  o f  r e c e p t o r s  b o u n d  t o  c G M P  ( C h o ,  S o m e r  e t  a l .  1 9 9 9 ) .  
T h e s e  r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  a  n u m b e r  o f  c e l l  a n d  t i s s u e  t y p e s ,  
i n d i c a t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  r o l e  f o r  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e s  i n  a  v a r i e t y  o f  
b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  W o r k  i n  t h i s  a r e a  h a s  b e e n  s o m e w h a t  h a m p e r e d  b y  
d i f f e r e n c e s  i n  e x p r e s s i o n  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  i n  d i f f e r i n g  s p e c i e s  
s t u d i e d .  A l t h o u g h  a l l  t h r e e  m e m b e r s  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  f a m i l y  m e d i a t e  
t h e i r  e f f e c t s  t h r o u g h  t h e  c G M P  l i n k e d  r e c e p t o r s ,  A N P  a n d  B N P  a c t i v a t e  
n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  r e c e p t o r - A  ( N P R - A ) ,  w h e r e a s  C N P  i s  t h e  s p e c i f i c  l i g a n d  f o r  
N P R - B .  A  t h i r d  r e c e p t o r  e x i s t s  w h i c h  i s  n o n - g u a n y l y l  c y c l a s e - l i n k e d ,  N P R - C  
a n d  a c t s  a s  a  c l e a r a n c e  r e c e p t o r  t o  m e d i a t e  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  o t h e r  t w o  ( D i c k e y ,  
F l o r a  e t  a l .  2 0 0 7 ) .  
T h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  f a m i l y ,  e x e r t  a  w i d e  r a n g e  o f  e f f e c t s  o n  b o t h  
c a r d i o v a s c u l a r  a n d  r e n a l  f u n c t i o n .  B o t h  A N P  a n d  B N P  a r e  c i r c u l a t i n g  p e p t i d e s  
o f  c a r d i a c  o r i g i n ,  w i t h  r e c e n t  s t u d i e s  i n d i c a t i n g  a  h i g h  d e g r e e  o f  s e q u e n c e  a n d  
f b n c t i o n a l  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e m .  A c u t e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  A N P  e l i c i t s  a  
p o t e n t  a n d  b r i s k  n a t r i u r e s i s  a n d  d i u r e s i s  a n d  r e d u c e d  a r t e r i a l  b l o o d  p r e s s u r e  i n  
h u m a n s .  
T h e  a c u t e  h y p o t e n s i v e  e f f e c t  o f  A N P  i s  m e d i a t e d  p r i m a r i l y  b y  a  
d e c r e a s e  i n  c a r d i a c  o u t p u t ,  b r o u g h t  a b o u t  b y  a  r e d u c t i o n  i n  i n t r a v a s c u l a r  v o l u m e  
( F e n o y ,  S a l a z a r  e t  a l .  1 9 9 0 ) .  T h i s  r e d u c t i o n  i n  i n t r a v a s c u l a r  v o l u m e  i s  
i n d e p e n d e n t  o f  t h e  d i u r e t i c  e f f e c t s  o f  t h e  h o r m o n e ,  a n d  a p p e a r s  t o  b e  d u e  l a r g e l y ,  
t o  d i r e c t  e f f e c t s  o n  c a p i l l a r y  p e r m e a b i l i t y  ( H e m p e l ,  N o 1 1  e t  a l .  1 9 9 8 ) .  
C N P  a l s o  
p r o d u c e s  a  s i g n i f i c a n t  h y p o t e n s i v e  e f f e c t  i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  a l b e i t  t h r o u g h  a  
d i s t i n c t l y  d i s s i m i l a r  m e c h a n i s m  t h a n  t h a t  u s e d  b y  b o t h  A N P  a n d  B N P .  
C N P  i s  p r e s e n t  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  a r t e r i e s  a n d  v e i n s  a s  a  p e p t i d e  o f  
s o m e  5 3  a m i n o  a c i d s .  R e c e n t  s t u d i e s  f o c u s i n g  o n  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  i t  
e x e r t s  i t s  v a s o a c t i v e  e f f e c t  h a v e  i n d i c a t e d  a  r o l e  f o r  S M C  h y p e r p o l a r i z a t i o n .  
A f t e r  s t i m u l a t i o n  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  b y  a  v a s o c o n s t r i c t i v e  f a c t o r ,  f o r  i n s t a n c e ,  
b r a d y k i n i n ,  C N P  i s  s e c r e t e d ,  a f t e r  w h i c h  i t  c a n  r e a c t  w i t h  i t s  s p e c i f i c  g u a n y l a t e  
c y c l a s e  r e c e p t o r  N P R - B  o n  t h e  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l .  N P R - B  s t i m u l a t i o n  
i n c r e a s e s  i n t r a c e l l u l a r  c G M P ,  w i t h  s u b s e q u e n t  s t i m u l a t i o n  o f  p o t a s s i u m  e f f l u x  
a n d  i n h i b i t i o n  o f  c a l c i u m  i n f l u x ,  r e s u l t i n g  i n  h y p e r p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  s m o o t h  
m u s c l e  c e l l  m e m b r a n e  a n d  a  c l o s i n g  o f  t h e  c a 2 +  p u m p  ( H o n i n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  
R a m o n  d e  B e r r a z u e t a ,  1 9 9 9 ) .  
F r o m  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s t u d i e s ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  N E P  p l a y s  a  
s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  v a s o m o t i v e  r e g u l a t i o n ,  w i t h  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  R A S  a n d  E T  
s y s t e m s .  D u e  t o  t h e  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  h e m o d y n a m i c  r e g u l a t i o n  o f  i m p o r t a n t  
m e m b e r s  o f  t h o s e  s y s t e m s  ( e . g .  A C E  a n d  E C E ) ,  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  N E P  
e x p r e s s i o n  m a y  a l s o  b e  s e n s i t i v e  t o  h e m o d y n a m i c  f o r c e s .  
T h e  p r o m o t e r  r e g i o n  
o f  t h e  N E P  g e n e  w a s  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s e q u e n c e s  c o n f e r r i n g  b l o o d  
f l o w  s e n s i t i v i t y .  A  c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  p r e s e n t  i n  t h e  A C E  
a n d  E C E  p r o m o t e r  r e g i o n s  w a s  f o u n d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  N E P  c o u l d  a l s o  b e  
r e g u l a t e d  v i a  s h e a r  s t r e s s  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  L i  e t  a 1  1 9 9 5 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  t w o  S S R E  s e q u e n c e s  i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  t h e  N P R - A ,  s t r o n g l y  
i n d i c a t e  a  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  s y s t e m  
( N a k a y a m a . ,  2 0 0 5 ) .  
T o  d a t e  h o w e v e r ,  n o  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  t o  e x c l u s i v e l y  e x a m i n e  
t h e  r o l e  t h a t  s h e a r  s t r e s s  m a y  p l a y  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  
C o n v e r s e l y ,  m u c h  w o r k  h a s  f o c u s e d  o n  t h e  e m p l o y m e n t  o f  N E P  i n h i b i t o r s  i n  t h e  
t r e a t m e n t  o f  C V D  s t a t e s  s u c h  a s  h y p e r t e n s i o n .  
S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  A N P  i n f u s i o n  r e d u c e s  b l o o d  p r e s s u r e  w h i l e  
i n c r e a s i n g  u r i n e  v o l u m e ,  u r i n a r y  e x c r e t i o n  o f  s o d i u m ,  a n d  c y c l i c  G M P .  I t  a l s o  
i n h i b i t s  r e n i n  a n d  a l d o s t e r o n e  s e c r e t i o n ,  a n d  i n c r e a s e s  t h e  h y p o t e n s i v e  e f f e c t  o f  
B N P .  M o r e o v e r ,  A N P  i n h i b i t s  e n d o t h e l i n  p r o d u c t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  a n d  m y o c a r d i a l  h y p e r t r o p h y .  B e c a u s e  o f  i t s  
b i o l o g i c a l  e f f e c t  ( a s  a n  a n t a g o n i s t  t o  A n g  1 1 ) ,  A N P  i s  a n  e n d o g e n o u s  i n h i b i t o r  o f  
t h e  R A  s y s t e m  ( S e e  T a b l e  1  . I ) .  
A N P  a n d  B N P  p r o d u c t i o n  i n  t h e  m y o c a r d i u m  i s  i n d u c e d  b y  i n c r e a s e d  
a t r i a l  p r e s s u r e ,  a s  m a y  o c c u r  w i t h  i n c r e a s e d  s o d i u m  i n t a k e  a n d  b y  v e n t r i c u l a r  
d y s f u n c t i o n .  A  h a l l m a r k  o f  v e n t r i c u l a r  r e m o d e l i n g ,  s e c o n d a r y  t o  h e a r t  f a i l u r e  o r  
l e f t  v e n t r i c u l a r  h y p e r t r o p h y  i s  t h e  i n c r e a s e  i n  p l a s m a  A N P  a n d  B N P .  I n d e e d ,  
m e a s u r e m e n t  o f  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  A N P  i s  c u r r e n t l y  e m p l o y e d  i n  a  c l i n i c a l  
s e t t i n g  a s  a  c l e a r  i n d i c a t o r  o f  a  C V D  s t a t e  s u c h  a s  C H F  ( B u r n e t t  e t  a l . ,  1 9 8 4 ,  
1 9 8 6 ,  S e y m o u r  e t  a l . ,  1 9 9 5 ,  A z e v e d o  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  m a n y  d i v e r s e  b i o l o g i c a l  
r o l e s  o f  t h e  p e p t i d e s  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  s y s t e m  a n d  s u b s e q u e n t l y  N E P ,  a s  a  
r e g u l a t o r  o f  t h e s e  p e p t i d e s  h a s  b r o u g h t  t h e  s y s t e m  u n d e r  e x a m i n a t i o n  a s  a  
p o t e n t i a l  c l i n i c a l  t a r g e t .  C u r r e n t l y ,  a  n u m b e r  o f  N E P  i n h i b i t o r s  a r e  e m p l o y e d  i n  
t h e  t r e a t m e n t  o f  h y p e r t e n s i o n ,  n a m e l y  c a n d o x a t r i l  a n d  t h i o r p h a n ,  a n d  s u c c e e d  i n  
l o w e r i n g  b l o o d  p r e s s u r e .  
T h e s e  i n h i b i t o r s  h o w e v e r ,  h a v e  l i m i t a t i o n s  i n  l o n g - t e r m  t r e a t m e n t ,  a s  
m e m b e r s  o f  t h e  R A  s y s t e m  t e n d  t o  o f f s e t  t h e  h y p o t e n s i v e  e f f e c t s  o v e r  t i m e .  N E P  
i n h i b i t o r s  h a v e  a l s o  b e e n  e m p l o y e d  w i t h  s o m e  s u c c e s s  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  C H F ,  
h o w e v e r  t o  a c h i e v e  m a x i m u m  e f f i c i e n c y ,  t h e y  h a v e  o f t e n  b e e n  c o m b i n e d  w i t h  a n  
A C E  a n d / o r  E C E  i n h i b i t o r  t o  p r e v e n t  c o m p e n s a t i o n  b y  a n t i - d i u r e t i c  a n d  
h y p e r t e n s i v e  a g e n t s .  C u r r e n t l y  a  n u m b e r  o f  d u a l - i n h i b i t o r s  a r e  a v a i l a b l e  s u c h  a s  
o m a p a t r i l a t  a n d  f a s l d o t r i l a t  ( C o r t i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I t  i s  w o r t h  n o t i n g  h o w e v e r ,  t h a t  a  
n u m b e r  o f  q u e s t i o n s  h a v e  b e e n  r a i s e d  a s  t o  t h e  p o s s i b l e  s i d e  e f f e c t s  o f  s u c h  
i n h i b i t o r s .  N E P  l o c a t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  n e u t r o p h i l s  a n d  i n  t h e  l u n g ,  l i m i t s  
n e u r o g e n i c  i n f l a m m a t i o n  i n i t i a t e d  b y  a  v a r i e t y  o f  s t i m u l i ,  i n c l u d i n g  t a c h y k i n i n s ,  
c i g a r e t t e  s m o k e  a n d  a l l e r g e n  e x p o s u r e ,  i n h i b i t i o n  o f  t h e s e  p r o c e s s e s  m a y  
p r o m o t e  i n f l a m m a t i o n  a n d  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o t h e r  p a t h o l o g i c  s t a t e s .  
I t  a l s o  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  i n  v a r i o u s  c a n c e r s ,  w i t h  d o w n r e g u l a t i o n  o f  
N E P  l i n k e d  t o  s m a l l  c e l l  c a r c i n o m a  f o r m a t i o n  ( T u r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  F i n a l l y ,  N E P  
h a s  a l s o  b e e n  i n d i c a t e d  a s  a  n e u r o p r o t e c t i v e  a g e n t  a g a i n s t  t h e  f o r m a t i o n  o f  1 3 -  
a m y l o i d  p e p t i d e s  a s s o c i a t e d  w i t h  A l z h e i m e r ' s  d i s e a s e  ( S h i r o t a n i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
T h u s ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  a  c r i t i c a l  b a l a n c e  o f  N E P  i s  r e q u i r e d  t o  e n s u r e  t h e  s t a b i l i t y  
o f  a  n u m b e r  o f  s y s t e m s  a n d  d i s t o r t i o n  o f  t h a t  b a l a n c e  i n  e i t h e r  a  p o s i t i v e  o r  
n e g a t i v e  d i r e c t i o n  c a n  l e a d  t o  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  p a t h o l o g i c a l  s t a t e s .  
T a b l e  1 . 1  C o n t r a s t i n g  E f f e c t s  o f  A n g I I  a n d  N P  
k c t  
B l o o d  P r e s s u r e  
1 . 5 . 4  T h i m e t  O l i g o p e p t i d a s e  ( T H O P ,  E P 2 4 . 1 5 )  a n d  N e u r o l y s i n  ( E P 2 4 . 1 6 )  
E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  m e m b e r s  o f  t h e  l a r g e  
m e t a l l o p e p t i d a s e  f a m i l y  i n  t h e  M A  c l a n  o f  p e p t i d a s e s .  T h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  
a n d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  e n z y m e s  a r e  e x t r e m e l y  s i m i l a r ,  w i t h  t h e  o n l y  
b i o c h e m i c a l  d i s t i n c t i o n s  b e i n g  t h e  c l e a v a g e  s i t e  w i t h i n  n e u r o t e n s i n ,  a n d  
s e n s i t i v i t y  t o  s e l e c t i v e l y  d e s i g n e d  p e p t i d o m i m e t i c  i n h i b i t o r s  ( M a s s a r e l l i  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) .  I n d e e d ,  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  f o r  b o t h  p e p t i d a s e s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a t  
l e a s t  6 5 %  i d e n t i c a l  ( O l i v e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e y  s h a l l  b e  
d i s c u s s e d  i n  t a n d e m .  B o t h  p e p t i d a s e s  w e r e  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  a n d  p u r i f i e d  f i o m  
r a t  b r a i n  h o m o g e n a t e s  a n d  f o u n d  t o  a c t  o n  a  n u m b e r  o f  n e u r o a c t i v e  s u b s t a n c e s  
s u c h  a s  n e u r o t e n s i n  a n d  g o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( G N R H ) .  
F u r t h e r  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  a  g r e a t e r  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n  f o r  t h e  
p e p t i d a s e s ,  w i t h  a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  c e l l s  o f  t h e  t e s t e s ,  l u n g  a n d  v a s c u l a t u r e  
( O r l o w s k i  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  Y a n g  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  C o t t e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A  w i d e r  r a n g e  o f  
s u b s t r a t e s  h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d ,  w i t h  s t u d i e s  i n d i c a t i n g  a  c a p a c i t y  t o  a c t  o n  
l u t e i n i z i n g  h o r m o n e  r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( L H R H ) ,  d y n o r p h i n  A  1 - 8 ,  
m e t o r p h i n a m i d e ,  b r a d y k i n i n  ( B K )  a n d  A n g  I  ( R i o l i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
W h i l s t  b o t h  a r e  c l a s s i f i e d  a s  l a r g e l y  s o l u b l e  e n d o p e p t i d a s e s ,  d u e  
p r e d o m i n a n t l y  t o  a n  a p p a r e n t  l a c k  o f  a  s i g n a l  s e q u e n c e  a n d  m e m b r a n e - s p a n n i n g  
d o m a i n ,  s t u d i e s  i n c o r p o r a t i n g  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  a n d  p e r c o l l  g r a d i e n t  a n a l y s i s ,  
h a v e  s h o w n  t h a t  t h e s e  e n z y m e s  c a n  b e  s e c r e t e d  a n d  i n d e e d  s o m e  c o - a s s o c i a t i o n  
o f  T H O P  w i t h  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  a n d  e x t r a c e l l u l a r  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
( C r a c k  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  m e c h a n i s m  o f  r e l e a s e  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d ,  h o w e v e r  
a  s t u d y  b y  J e s k e  e t  a l .  2 0 0 3  s u g g e s t s  t h a t  e n z y m e  s e c r e t i o n  m a y  o c c u r  t h r o u g h  
a s s o c i a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w i t h  l i p i d  r a f t s .  
W h e r e a s  r o l e s  f o r  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  m e m b e r s  o f  t h e  
m e t a l l o e n d o p e p t i d a s e  f a m i l y  h a v e  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d ,  t h e  
d i s t i n c t  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  a r e  s t i l l  e m e r g i n g ,  w i t h  
m o u n t i n g  e v i d e n c e  p o i n t i n g  t o  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  a n d  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  v e s s e l  t o n e .  
1 . 5 . 4 . 1  T h i m e t  O l i g o p e p t i d a s e  ( T H O P ,  E P 2 4 . 1 5 )  a n d  N e u r o l y s i n  ( F C P 2 4 . 1 6 )  
a s  M e d i a t o r s  o f  V e s s e l  T o n e  
B o t h  e n d o p e p t i d a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  c l e a v e  v a s o a c t i v e  p e p t i d e s  
s u c h  a s  A n g  I ,  n e u r o t e n s i n  a n d  B K  ( S c h r i m p t o n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
S p e c i f i c  s i t e -  
d i r e c t e d  i n h i b i t o r s  o f  b o t h  e n z y m e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p o t e n t i a t e  B K - i n d u c e d  
v a s o d i l a t i o n  ( S m i t h  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  t o  d e c r e a s e  m y o c a r d i a l  
i s c h e m i a / r e p e r h s i o n  i n j u r y  f o l l o w i n g  3  a n d  7  d a y s  o f  r e p e r f u s i o n  i n  r a b b i t s  
( S c h r i e f e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  M o r e  r e c e n t  s t u d i e s  b y  N o r m a n  e t  a1 a n d  R i o l i  e t  a 1  
s t r o n g l y  s u g g e s t  r o l e s  f o r  b o t h  e n d o p e p t i d a s e s  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  v a s o d i l a t o r y  
p e p t i d e s  i n  p e r i p h e r a l  a n d  c e r e b r a l  v a s c u l a r  b e d s .  F u r t h e r m o r e ,  E P 2 4 . 1 5  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  h y d r o l y z e  A n g  I  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  c u l t u r e s  a t  t h e  
P r o 7 - P h e 8  p o s i t i o n  t o  g e n e r a t e  t h e  p e p t i d e  A n g - ( 1 - 7 ) ,  t h e r e b y  s u b v e r t i n g  
f o r m a t i o n  o f  A n g  I 1  b y  A C E .  F u r t h e r m o r e ,  A n g - ( 1 - 7 )  h a s  i t s e l f  b e e n  s h o w n  t o  
p o s s e s s  b i o a c t i v i t y  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  A n g - ( 1 - 7 )  p r o d u c e s  
r e l a x a t i o n  i n  s e v e r a l  v a s c u l a r  b e d s ,  i n c l u d i n g  c a n i n e  a n d  p o r c i n e  c o r o n a r y  
a r t e r i e s ,  c a n i n e  m i d d l e  c e r e b r a l  a r t e r y ,  p i g l e t  p i a l  a r t e r i o l e s ,  f e l i n e  s y s t e m i c  
v a s c u l a t u r e ,  r a b b i t  r e n a l  a f f e r e n t  a r t e r i o l e s ,  r a t  a o r t i c  r i n g s ,  a n d  m e s e n t e r i c  
m i c r o v e s s e l s  o f  n o r m o t e n s i v e  a n d  h y p e r t e n s i v e  r a t s  ( F e r r e i r a  a n d  S a n t o s  2 0 0 5 ) .  
M a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  v a s c u l a r  a c t i o n s  o f  A n g - ( 1 - 7 )  a p p e a r  t o  
i n v o l v e  i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  v a s o d i l a t o r y  p r o s t a n o i d s ,  N O  a n d  e n d o t h e l i u m -  
d e r i v e d  h y p e r p o l a r i z i n g  f a c t o r .  M o r e o v e r ,  s o m e  v a s c u l a r  e f f e c t s  i n v o l v e  
s i m u l t a n e o u s  p a r t i c i p a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  t h e s e  v a s o d i l a t o r  m e d i a t o r s .  
A  c r o s s - t a l k  b e t w e e n  a  n u m b e r  o f  r e c e p t o r s  s u c h  a s  t h e  A n g - ( 1 - 7 ) -  
s p e c i f i c  r e c e p t o r  a n d  A T 2  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  v a s o m o t i v e  p a t h w a y s  
i n  b l o o d  v e s s e l s  ( F e r r e i r a  a n d  S a n t o s ,  2 0 0 5 ) .  T h e s e  c u m u l a t i v e  o b s e r v a t i o n s  
c l e a r l y  p o i n t  t o  a  p u t a t i v e  r o l e  f o r  t h e s e  r e l a t e d  e n z y m e s  i n  r e g u l a t i n g  t h e  b a l a n c e  
b e t w e e n  p r e s s o r  a n d  d e p r e s s o r  p e p t i d e s  w i t h i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  t h e r e b y  
c o n t r i b u t i n g  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  v a s c u l a r  t o n e  a n d  h o m e o s t a t i c  
m e c h a n i s m s .  A s  m e m b e r s  o f  t h e  s a m e  e n d o p e p t i d a s e  f a m i l y  a s  A C E ,  E C E  a n d  
N E P ,  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e y  m a y  p o s s i b l y  b e  r e g u l a t e d  i n  a  s i m i l a r  f l o w -  
d e p e n d e n t  m a n n e r .  
S t u d i e s  e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  h a v e  
s h o w n  a  s i g n i f i c a n t  r e g u l a t o r y  e f f e c t  o f  t h i s  f o r c e  o n  t h e s e  e n z y m e s .  W o r k  
c a r r i e d  o u t  i n  o u r  l a b  a l o n e  h a s  s h o w n  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  m e d i a t e s  e x p r e s s i o n  
l e v e l s  o f  t h e s e  p e p t i d e s ,  w i t h  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  d i s p l a y i n g  m a r k e d  i n c r e a s e s  
o f  2 . 3  a n d  1 . 9  f o l d  r e s p e c t i v e l y ,  f u r t h e r m o r e ,  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  
a n d  m o l e c u l a r  i n h i b i t o r s ,  t h e  s t r a i n  i n d u c e d  u p - r e g u l a t i o n  o f  t h e s e  p e p t i d e s  w a s  
s h o w n  t o  b e  G i , -  a n d  G p y - d e p e n d e n t  ( C o t t e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e  G A G A C C  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  
E P 2 4 . 1 5  ( K i m ,  G r u m - T o k a r s  e t  a l .  2 0 0 3 ) .  L i t t l e  w o r k  h o w e v e r ,  h a s  c e n t e r e d  o n  
t h e  r e g u l a t i o n  o f  e i t h e r  o f  t h e s e  p e p t i d a s e s  b y  s h e a r  s t r e s s .  
1 . 6  M e c h a n o t r a n s d u c t i o n  a n d  V e s s e l  T o n e  
S i g n a l  t r a n s d u c t i o n  r e f e r s  t o  a n y  p r o c e s s  b y  w h i c h  t h e  c e l l  c o n v e r t s  o n e  
f o r m  o f  s i g n a l  o r  s t i m u l u s  i n t o  a n o t h e r ,  m o s t  o f t e n  i n v o l v i n g  o r d e r e d  s e q u e n c e s  
o f  b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  i n s i d e  t h e  c e l l .  T h e y  a r e  c a r r i e d  o u t  b y  a  n u m b e r  o f  
a c t i v e  m o l e c u l e s  a n d  l i n k e d  t h r o u g h  s e c o n d  m e s s e n g e r s  r e s u l t i n g  i n  w h a t  i s  
t h o u g h t  o f  a s  a  s e c o n d  m e s s e n g e r  c a s c a d e  p a t h w a y  ( S e e  F i g  1 . 6 ) .  V a s c u l a r  c e l l s  
a r e  e q u i p p e d  w i t h  n u m e r o u s  r e c e p t o r s  t h a t  a l l o w  t h e m  t o  d e t e c t ,  r e s p o n d  a n d  
s u b s e q u e n t l y  t r a n s d u c e  t h e  m e c h a n i c a l  f o r c e s  g e n e r a t e d  b y  p r e s s u r e  a n d  s h e a r  
s t r e s s .  T h e s e  m e c h a n o s e n s i t i v e  s t r u c t u r e s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t u r n .  
I ' -  H e r n o d y n a m i c  
Wig 1 . 6  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l  
1 . 6 . 1  T h e  C y t o s k e l e t o n  
T h e  c y t o s k e l e t o n  a n d  o t h e r  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  h a v e  a n  e s t a b l i s h e d  
r o l e  i n  m e c h a n o t r a n s d u c t i o n ,  b e i n g  a b l e  t o  t r a n s m i t  a n d  m o d u l a t e  t e n s i o n  w i t h i n  
t h e  c e l l  v i a  f o c a l  a d h e s i o n  s i t e s ,  i n t e g r i n s ,  c e l l u l a r  j u n c t i o n s  a n d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
m a t r i x .  T h e  c y t o s k e l e t o n  i s  c o m p o s e d  o f  t h r e e  m a j o r  t y p e s  o f  p r o t e i n  f i l a m e n t s ;  
m i c r o t u b u l e s ,  m i c r o f i l a m e n t s ,  a n d  i n t e r m e d i a t e  f i l a m e n t s .  M i c r o f i l a m e n t s  a r e  
p o l y m e r s  o f  a c t i n  t h a t ,  t o g e t h e r  w i t h  a  l a r g e  n u m b e r  o f  a c t i n - b i n d i n g  a n d  
a s s o c i a t e d  p r o t e i n s ,  f o r m  a  c o n t i n u o u s  d y n a m i c  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  n e a r l y  a l l  
c e l l u l a r  s t r u c t u r e s .  
T h e  c y t o s k e l e t a l  n e t w o r k  c h a n g e s  i n  r e s p o n s e  t o  e x t r a c e l l u l a r  s t i m u l i  a n d  
p a r t i c i p a t e s  i n  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g ,  p r o v i d i n g  a  s c a f f o l d  f o r  o r g a n i z i n g  o r  
t r a n s l o c a t i n g  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s  a n d  o r g a n e l l e s  ( L e h o u x  a n d  T e d g u i ,  2 0 0 3 ) .  
E v i d e n c e  n o w  p o i n t s  t o w a r d s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  f o r  t r a n s d u c t i o n  o f  t h e  f r i c t i o n a l  
f o r c e  o f  s h e a r  s t r e s s  t h r o u g h  t h e  c y t o s k e l e t o n  f r o m  f o c a l  a d h e s i o n  s i t e s  o n  t h e  
b a s a l  s i d e  o f  t h e  c e l l ,  i m p l y i n g  t h a t  c e l l - m a t r i x  i n t e r a c t i o n s  m a y  b e  p i v o t a l  i n  t h e  
d e t e c t i o n  p r o c e s s .  
T h e  d r a m a t i c  r e - a l i g n m e n t  o f  f i l a m e n t o u s  a c t i n  ( F - a c t i n )  
s t r e s s  f i b r e s ,  w h i c h  o c c u r s  1 2 -  1 5  h r  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  i n c r e a s e d  s h e a r ,  i m p l i c a t e s  
c y t o s k e l e t a l  p r o t e i n s  a s  p l a y i n g  a  l a r g e  r o l e  a s  a  f o r c e  t r a n s m i s s i o n  s t r u c t u r e  o f  
e n d o t h e l i a l  c e l l s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l o w  s h e a r ,  t h e  i n t e r m e d i a t e  f i l a m e n t ,  F - a c t i n ,  
i s  p r e d o m i n a n t l y  l o c a t e d  i n  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l ,  p a r t i c u l a r l y  a t  c e l l - c e l l  
j u n c t i o n s ,  w h e r e  i t  i s  t h o u g h t  t o  p l a y  a  r o l e  i n  c e l l  p e r m e a b i l i t y .  
I n  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h e r  l e v e l s  o f  s h e a r  h o w e v e r ,  t h i c k e r  s t r a n d s  o f  F -  
a c t i n  a r e  o b s e r v e d  c e n t r a l l y  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  c e l l  e l o n g a t i o n  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  
f l o w  ( D a v i e s ,  1 9 9 5 ,  N o r i a  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h i s  i s  a  f o r c e -  
a n d  t i m e - d e p e n d e n t  r e s p o n s e ,  w i t h  v a r i a b i l i t y  i n  t h e  r a p i d i t y  o f  t h e  r e s p o n s e  
o b s e r v e d  i n  d i f f e r i n g  s p e c i e s .  B e y o n d  t h e  c y t o s k e l e t a l  m o d i f i c a t i o n s  i n c u r r e d ,  
a n d  p o s s i b l y  i n c o r p o r a t i n g  t h e m  a s  p a r t  o f  t h e  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y ,  m e c h a n i c a l  
f o r c e s  c a n  a l s o  i n i t i a t e  c o m p l e x  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  c a s c a d e s  l e a d i n g  t o  
f u n c t i o n a l  c h a n g e s  w i t h i n  t h e  c e l l ,  o f i e n  t r i g g e r e d  b y  a c t i v a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  
c e l l  s u r f a c e  c o m p l e x e s .  M o s t  p r e d o m i n a n t l y  s t u d i e d  a m o n g  t h e m  a r e  i n t e g r i n s ,  
G - p r o t e i n  r e c e p t o r s ,  t y r o s i n e  k i n a s e  r e c e p t o r s  a n d  i o n  c h a n n e l s  ( S e e  F i g  1 . 6 ) .  
E a c h  o f  t h e  m a j o r  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  s t r u c t u r e s  a n d  t h e i r  f u n c t i o n  i n  r e g u l a t i o n  
o f  v e s s e l  t o n e  s h a l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t u r n .  
1 . 6 . 2  I n t e g r i n s  
E n d o t h e l i a l  c e l l s  r e s i d e  i n  a  p r o t e i n  n e t w o r k ,  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  
( E C M ) ,  w h i c h  t h e y  s e c r e t e  a n d  m o l d  i n t o  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e .  T h i s  m a t r i x  
e x e r t s  p r o f o u n d  c o n t r o l  o v e r  t h e  c e l l s  w i t h  w h i c h  i t  i s  i n  c o n t a c t .  T h e  e f f e c t s  o f  
t h e  m a t r i x  a r e  p r i m a r i l y  m e d i a t e d  b y  i n t e g r i n s ,  a  f a m i l y  o f  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  
t h a t  a t t a c h  c e l l s  t o  t h e  m a t r i x  a n d  m e d i a t e  m e c h a n i c a l  a n d  c h e m i c a l  s i g n a l s  f r o m  
i t .  T h e s e  s i g n a l s  r e g u l a t e  t h e  a c t i v i t i e s  o f  c y t o p l a s m i c  k i n a s e s ,  g r o w t h  f a c t o r  
r e c e p t o r s ,  a n d  i o n  c h a n n e l s  a n d  c o n t r o l  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  a c t i n  
c y t o s k e l e t o n  ( R u p p  a n d  L i t t l e  2 0 0 1 ) .  
I n t e g r i n - d e p e n d e n t  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  i n c l u d e  t i s s u e  m o r p h o g e n e s i s ,  
i n f l a m m a t i o n ,  w o u n d  h e a l i n g ,  a n d  r e g u l a t i o n  o f  c e l l  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  
T h e y  a r e  c o m p o s e d  o f  t w o  s u b u n i t s ,  a  a n d  B ,  w i t h  e a c h  a l 3  c o m b i n a t i o n  h a v i n g  
i t s  o w n  b i n d i n g  s p e c i f i c i t y  a n d  s i g n a l i n g  p r o p e r t i e s .  N i n e t e e n  d i f f e r e n t  i n t e g r i n  
a  - s u b u n i t s  a n d  8  d i f f e r e n t  l 3 - s u b u n i t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  v e r t e b r a t e s ,  f o r m i n g  
a t  l e a s t  2 5  a l 3 - h e t e r o d i m e r s  a n d  p e r h a p s  m a k i n g  t h e  i n t e g r i n s  t h e  m o s t  
s t r u c t u r a l l y  a n d  f u n c t i o n a l l y  d i v e r s e  f a m i l y  o f  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  
( G i a n c o t t i  a n d  R u o s l a h t i  1 9 9 9 ) ,  s e e  F i g  1 . 7 .  
F i g  1 . 7  I n t e g r i n  a l 3  s u b u n i t  i n t e r a c t i o n  ( " i n d i c a t e s  p r e s e n c e  o f  I  d o m a i n )  
M o s t  i n t e g r i n s  r e c o g n i z e  s e v e r a l  E C M  p r o t e i n s .  C o n v e r s e l y ,  i n d i v i d u a l  
m a t r i x  p r o t e i n s  s u c h  a s  f i b r o n e c t i n ,  l a m i n i n s ,  c o l l a g e n s  a n d  v i t r o n e c t i n ,  b i n d  t o  
s e v e r a l  i n t e g r i n s .  
I n t e g r i n s  c a n  s i g n a l  t h r o u g h  t h e  c e l l  m e m b r a n e  i n  e i t h e r  d i r e c t i o n :  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  i n t e g r i n s  i s  r e g u l a t e d  f r o m  t h e  i n s i d e  o f  t h e  c e l l  
( i n s i d e - o u t  s i g n a l i n g ) ,  w h i l e  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  E C M  e l i c i t s  s i g n a l s  t h a t  a r e  
t r a n s m i t t e d  i n t o  t h e  c e l l  ( o u t s i d e - i n  s i g n a l i n g ) .  
T h e  a  a n d  13 s u b u n i t s  a r e  t y p e  I  t r a n s m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n s  w i t h  
e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  o f  > 9 4 0  a n d  > 6 4 0  r e s i d u e s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n t r a c e l l u l a r  
d o m a i n s  a r e  s h o r t e r ,  e x c e p t  f o r  t h e  134 c y t o p l a s m i c  d o m a i n ,  w h i c h  i s  s p e c i a l i z e d  
t o  c o n n e c t  t o  t h e  k e r a t i n  c y t o s k e l e t o n  a n d  c o n t a i n s  f i b r o n e c t i n  t y p e  I11 d o m a i n s .  
S t u d i e s  i n v o l v i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a v e  r e v e a l e d  t h e  s h a p e  o f  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  t o  b e  t h a t  o f  a  l i g a n d - b i n d i n g  g l o b u l a r  h e a d p i e c e ,  f r o m  
w h i c h  t w o  l o n g  s t a l k  r e g i o n s  p r o t r u d e  f r o m  b o t h  t h e  a  a n d  I J  s u b u n i t s .  T h e s e  
s t a l k  r e g i o n s  a r e  t r a n s m e m b r a n e  a n d  s e r v e  t o  c o n n e c t  t h e  e x t r a c e l l u l a r  t o  t h e  
c y t o p l a s m i c  d o m a i n s  ( G i l t a y  a n d  v a n  M o u r i k  1 9 8 8 ) .  
1 . 6 . 2 . 1  a - I n t e g r i n  S u b u n i t  
T h e  N - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  t h e  i n t e g r i n  a  - s u b u n i t  c o n t a i n s  s e v e n  s e g m e n t s  
o f  a b o u t  6 0  a m i n o  a c i d s  e a c h  w i t h  w e a k  h o m o l o g y  t o  o n e  a n o t h e r ,  w h i c h  h a v e  
b e e n  p r e d i c t e d  t o  f o l d  i n t o  a  s e v e n - b l a d e d  1 3 - p r o p e l l e r  d o m a i n .  T h e  
h e t e r o t r i m e r i c  G  p r o t e i n  J 3 - s u b u n i t  c o n t a i n s  a  I j - p r o p e l l e r  d o m a i n  w i t h  t h e  s a m e  
t o p o l o g y .  M u t a g e n e s i s  s t u d i e s  s h o w  t h a t  l i g a n d - b i n d i n g  r e s i d u e s  c l u s t e r  t o  o n e  
p o r t i o n  o f  t h e  t o p  a n d  s i d e  o f  t h e  1 3 - p r o p e l l e r .  A b o u t  h a l f  o f  t h e  i n t e g r i n  a -  
s u b u n i t s  c o n t a i n  n o  I  d o m a i n  ( M o u l d ,  A s k a r i  e t  a l .  2 0 0 0 ) .  
T h e  I  d o m a i n  o f  a b o u t  2 0 0  a m i n o  a c i d s ,  k n o w n  a s  a n  I  d o m a i n  o r  a  
v o n w i l l e b r a n d  f a c t o r  A  d o m a i n  i s  t h e  m a j o r  l i g a n d - b i n d i n g  s i t e  i n  i n t e g r i n s  t h a t  
c o n t a i n  I  d o m a i n s .  T h e  I  d o m a i n  i s  i n s e r t e d  b e t w e e n  1 3 - s h e e t s  2  a n d  3  o f  t h e  13- 
p r o p e l l e r  d o m a i n .  I n  i n t e g r i n s  l a c k i n g  a n  I  d o m a i n ,  t h e  S - p r o p e l l e r  d o m a i n  
a p p e a r s  t o  d i r e c t l y  p a r t i c i p a t e  i n  l i g a n d  b i n d i n g .  I n  i n t e g r i n s  t h a t  c o n t a i n  I  
d o m a i n s ,  t h e  S - p r o p e l l e r  d o m a i n  c a n  c o o p e r a t e  i n  b i n d i n g  t o  s o m e  b u t  n o t  o t h e r  
l i g a n d s ,  o r  p l a y  n o  d i r e c t  r o l e .  
1 . 6 . 2 . 2  f i - I n t e g r i n  S u b u n i t  
T h e  S - s u b u n i t  c o n t a i n s  a n  i n a c t i v a t i n g  s u b u n i t ,  t h a t  o f  t h e  P S I  d o m a i n .  
T h i s  c y s t e i n e - r i c h  d o m a i n  i s  p r e d i c t e d  t o  c o n t a i n  s e v e n  c y s t e i n e s  a n d  t w o  a -  
h e l i c e s .  T h e  f i r s t  o f  t h e s e  s e v e n  c y s t e i n e s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  f o r m  a  l o n g  r a n g e  
d i s u l p h i d e  b o n d  t o  t h e  C - t e r m i n a l  c y s t e i n e  r i c h  r e g i o n  o f  t h e  1 3 - s u b u n i t  a n d  i n  t h i s  
w a y  k e e p  t h e  i n t e g r i n  i n  a n  i n a c t i v e  c o n f i r m a t i o n .  T h e  1 3 - s u b u n i t  a l s o  c o n t a i n s  a  
h i g h l y  c o n s e r v e d  r e g i o n  o f  a b o u t  2 4 0  r e s i d u e s ,  w h i c h  h a s  w e a k  b u t  d e t e c t a b l e  
h o m o l o g y  w i t h  t h e  I  d o m a i n  o f  t h e  a - s u b u n i t .  T h i s  I - l i k e  d o m a i n  s e r v e s  t o  
d i r e c t l y  b i n d  l i g a n d s  i n  i n t e g r i n s  l a c k i n g  a n  I  d o m a i n .  ( L u o ,  C a r m a n  e t  a l .  2 0 0 7 )  
1 . 6 . 2 . 3  I n t e g r i n s  a n d  S h e a r  S t r e s s  
T h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  i s  a n  i m p o r t a n t  c o n t r i b u t o r  t o  t h e  p r o c e s s  o f  
m e c h a n o t r a n s d u c t i o n ,  c o n t a i n i n g  g l y c o p r o t e i n s  w h i c h  a r e  d i s p l a c e d  b y  s t r e t c h  
a n d  s h e a r  f o r c e s  a n d  w h i c h  i n t e r a c t  w i t h  i n t e g r i n s .  
I n t e g r i n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p a r t i c i p a t e  n o t  o n l y  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  b u t  
a l s o  i n  i n t r a c e l l u l a r  t r a n s m i s s i o n  o f  m e c h a n i c a l  s i g n a l s .  
M e c h a n i c a l  s t r e s s e s  
s t i m u l a t e  c o n f o r m a t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  c e l l  i n t e g r i n s  a n d  i n c r e a s e  c e l l  b i n d i n g  t o  
t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( J a l a l i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n d e e d ,  c o n f o r m a t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  
i n t e g r i n s  i s  r e q u i r e d  f o r  s t r e t c h -  o r  s h e a r - i n d u c e d  m e c h a n o t r a n s d u c t i o n ,  a s  
e v i d e n c e d  t h r o u g h  b l o c k i n g  o f  i n t e g r i n  b i n d i n g  s i t e s  w i t h  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  
( e . g .  W O W - 1 )  o r  R G D  p e p t i d e s ,  r e s u l t i n g  i n  i n h i b i t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l i n g  
i n d u c e d  b y  m e c h a n i c a l  f o r c e s  ( J a l a l i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  W i l s o n  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  T z i m a  e t  
a l ,  2 0 0 1 ) .  
A  s t u d y  b y  C h e n  e t  a l .  h a s  s h o w n  t h a t  s h e a r  s t r e s s  a c t i v a t e s  E C  i n t e g r i n s ,  
a s  e v i d e n c e d  b y  t h e i r  c l u s t e r i n g  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  a d a p t e r  p r o t e i n s  S h c  a n d  
F A K ,  b o t h  o f  w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  m e d i a t e  t h e  a c t i v a t i o n  o f  d o w n s t r e a m  
m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s  ( C h e n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
1 . 6 . 2 . 4  I n t e g r i n s  a n d  S h e a r  S t r e s s  R e g u l a t i o n  o f  M e t a l l o p e p t i d a s e  
E x p r e s s i o n  
M a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  s h e a r  s t r e s s  a c t i v a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  i n t e g r i n s  
i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  e . g .  a V 1 3 3  a n d  a 6 1 3 1  ( L e h o u x  a n d  T e d g u i ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  h a v e  
a l s o  l i n k e d  i n t e g r i n  a c t i v a t i o n  t o  d o w n s t r e a m  s i g n a l i n g  e v e n t s  s u c h  a s  M A P K  
p a t h w a y s  ( C h e n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  W h i l e  t h e r e  h a v e  b e e n  a  n u m b e r  o f  s t u d i e s  t h a t  
l i n k  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  p r o d u c t s ,  n a m e l y  A n g  11, w i t h  
i n t e g r i n  a c t i v a t i o n  a n d  f u n c t i o n .  T o  d a t e ,  h o w e v e r ,  n o  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  a  
c o n c l u s i v e  r o l e  f o r  i n t e g r i n s  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  
e x p r e s s i o n  o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s .  
R e c e n t l y ,  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  A n g  I 1  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  i n d u c e  i n t e g r i n  
s u b u n i t  e x p r e s s i o n  i n  r a t  c a r d i a c  f i b r o b l a s t s ,  n a m e l y  B3 a n d  a V  ( K a w a n o  e t  a l . ,  
2 0 0 0 )  a n d  t h u s  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  p r o - f i b r o t i c  a c t i o n s  o f  A n g  1 1 .  I n t e g r i n s  h a v e  
a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  A n g  I 1  m e d i a t e d  v a s c u l a r  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e  a n d  a s s o c i a t e d  m o n o c y t e  a d h e s i o n .  A n g  I 1  i s  e v i d e n c e d  t o  u p - r e g u l a t e  
I C A M - 1  a n d  t h e  i n t e g r i n  r e c e p t o r s  a L B 2  a n d  a 4 B 1 ,  a s  p a r t  o f  i t s  p r o -  
i n f l a m m a t o r y  m e c h a n i s m s  ( M e r v a a l a  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  E T - 1  h a s  a l s o  b e e n  l i n k e d  t o  
i n t e g r i n  a c t i v a t i o n .  S t u d i e s  o n  o v a r i a n  c a n c e r  c e l l  a d h e s i o n  h a v e  s h o w n  t h a t  E T -  
1  a n d  i t s  r e c e p t o r  E T a  a r e  l i n k e d  t o  d o w n s t r e a m  a c t i v a t i o n  o f  t h e  a 2 B l  a n d  a 3 1 3 1  
i n t e g r i n s  a n d  s u b s e q u e n t l y  d o w n s t r e a m  k i n a s e  a c t i v a t i o n  ( R o s a n o  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
O f  m o r e  r e l e v a n c e  t o  t h e  v a s c u l a t u r e  i s  a  r e c e n t  s t u d y  w h i c h  l i n k e d  
a c t i v a t i o n  o f  i n t e g r i n s  w i t h  E T - 1  e x p r e s s i o n .  
A  n o v e l  s t u d y  h a s  e m p l o y e d  
m a g n e t i c  t w i s t i n g  c y t o m e t r y ,  a  m e t h o d  t h a t  a p p l i e s  c e l l  s u r f a c e  l i g a n d s  b o u n d  t o  
f e r r o m a g n e t i c  b e a d s  a n d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  m a g n e t i c  f i e l d s  c a n  " t w i s t "  t h e  
r e c e p t o r s  ( e . g .  i n t e g r i n s )  o n c e  b o u n d  t o  t h e  m a g n e t i c  l i g a n d s  i n t o  a n  a c t i v e  
c o n f o r m a t i o n .  T h i s  s t u d y  s h o w e d  a  d r a m a t i c  u p - r e g u l a t i o n  o f  E T - 1  m R N A  
e x p r e s s i o n  f o l l o w i n g  2  h r  o f  i n t e g r i n  a c t i v a t i o n  t w i s t i n g  i n  H U V E C s  ( C h e n  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) .  
1 . 6 . 3  H e t e r o t r i m e r i c  G P r o t e i n s  
A l l  c e l l s  p o s s e s s  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g  s y s t e m s  t h a t  a l l o w  t h e m  t o  
r e c e i v e  i n f o r m a t i o n  f r o m  e x t r a c e l l u l a r  s t i m u l i  l i k e  h o r m o n e s ,  n e u r o t r a n s m i t t e r s ,  
o r  s e n s o r y  s t i m u l i .  T h i s  f u n d a m e n t a l  p r o c e s s  a l l o w s  c e l l s  t o  c o m m u n i c a t e  w i t h  
e a c h  o t h e r .  
A l l  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g  s y s t e m s  s h a r e  t w o  b a s i c  e l e m e n t s ,  a  
r e c e p t o r  w h i c h  i s  a b l e  t o  r e c o g n i z e  a n  e x t r a c e l l u l a r  s t i m u l i  a s  w e l l  a s  a n  e f f e c t o r  
w h i c h  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  r e c e p t o r  a n d  w h i c h  c a n  i n i t i a t e  a n  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l  
c a s c a d e .  M a n y  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g  s y s t e m s  l i k e  r e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e s  
i n c o r p o r a t e  t h e s e  t w o  e l e m e n t s  i n  o n e  m o l e c u l e .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  G - p r o t e i n  
s i g n a l i n g  s y s t e m s  a r e  r e l a t i v e l y  c o m p l e x ,  c o n s i s t i n g  o f  a  r e c e p t o r ,  a  
h e t e r o t r i m e r i c  G - p r o t e i n  a n d  a n  e f f e c t o r .  T h i s  m o d u l a r  d e s i g n  o f  t h e  G - p r o t e i n  
s i g n a l i n g  s y s t e m  a l l o w s  c o n v e r g e n c e  a n d  d i v e r g e n c e  a t  t h e  i n t e r f a c e s  o f  r e c e p t o r  
a n d  G - p r o t e i n ,  a s  w e l l  a s  o f  G - p r o t e i n  a n d  e f f e c t o r .  
I n  a d d i t i o n ,  e a c h  c o m p o n e n t ,  t h e  r e c e p t o r ,  t h e  G - p r o t e i n  a n d  t h e  e f f e c t o r  
c a n  b e  r e g u l a t e d  i n d e p e n d e n t l y  b y  a d d i t i o n a l  p r o t e i n s ,  s o l u b l e  m e d i a t o r s  o r  a t  t h e  
t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l  ( W e t t s c h u r e c k  a n d  O f f e r m a n n s ,  2 0 0 5 ) .  T h e  r e l a t i v e l y  
c o m p l e x  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  G - p r o t e i n - m e d i a t e d  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g  
s y s t e m  p r o v i d e s  t h e  b a s i s  f o r  a  h u g e  v a r i e t y  o f  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s  t h a t  a r e  t a i l o r e d  t o  s e r v e  p a r t i c u l a r  f u n c t i o n s  i n  d i s t i n c t  c e l l  t y p e s .  
T h e s e  p r o t e i n s  r e p r e s e n t  t h e  l a r g e s t  g r o u p  o f  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  e n c o d e d  b y  
t h e  m a m m a l i a n  g e n o m e  ( >  1 %  o f  h u m a n  g e n e s ) ,  a n d  i n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  
s y s t e m ,  G - p r o t e i n  c o u p l e d  r e c e p t o r s  ( G P C R s )  a r e  i m p l i c a t e d  i n  m o r e  o r  l e s s  
e v e r y  r e g u l a t o r y  e v e n t .  I n d e e d ,  s o m e  8 6 5  g e n e s  i n  m a n  e n c o d e  G P C R s ,  w h i l s t  
G - p r o t e i n s  t h e m s e l v e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  d e r i v e  f r o m  3 5  g e n e s ,  1 6  e n c o d i n g  a ,  
5  p  a n d  1 4  y  s u b u n i t s  ( M i l l i g a n  a n d  K o s t e n i s ,  2 0 0 6 ) .  W i t h  G - p r o t e i n s  a n d  t h e i r  
a s s o c i a t e d  r e c e p t o r s  b e i n g  s o  w i d e l y  s p r e a d  t h o u g h  d i v e r s e  s y s t e m s  a n d  t i s s u e s ,  
t h e y  h a v e  b e e n  l i n k e d  t o  a  n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  p r o c e s s e s ,  
i n c l u d i n g  o v e r  h a l f  o f  k n o w n  G P C R s  p l a y i n g  a  r o l e  a s  t a s t e  a n d  o l f a c t o r y  
r e c e p t o r s  ( W e t t s c h u r e c k  a n d  O f f e r m a n n s ,  2 0 0 5 ) .  
T h e y  h a v e ,  h o w e v e r ,  b e e n  
l i n k e d  t o  a  n u m b e r  o f  o t h e r  s y s t e m s  i n c l u d i n g  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m .  I n d e e d  
t h e y  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  n e a r l y  e v e r y  r e g u l a t o r y  e v e n t  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  
( W h e e l e r - J o n e s ,  2 0 0 5 ) .  
T h e  h e t e r o t r i m e r i c  G - p r o t e i n  c o n s i s t s  o f  a n  a - s u b u n i t  t h a t  b i n d s  a n d  
h y d r o l y z e s  G T P  a s  w e l l  a s  a  13- a n d  a  y - s u b u n i t  t h a t  f o r m  a n  u n d i s s o c i a b l e  
d i m e r i c  c o m p l e x .  
S e v e r a l  s u b t y p e s  o f  a - ,  1 3 - ,  a n d  y - s u b u n i t s  h a v e  b e e n  
d e s c r i b e d .  
T o  d y n a m i c a l l y  c o u p l e  a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  t o  e f f e c t o r s ,  t h e  h e t e r o t r i m e r i c  
G - p r o t e i n  u n d e r g o e s  a n  a c t i v a t i o n - i n a c t i v a t i o n  c y c l e  ( S e e  F i g  1 . 8 ) .  I n  t h e  b a s a l  
s t a t e ,  t h e  p y - c o m p l e x  a n d  t h e  G D P - b o u n d  a - s u b u n i t  a r e  a s s o c i a t e d ,  a n d  t h e  
h e t e r o t r i m e r  c a n  b e  r e c o g n i z e d  b y  a n  a p p r o p r i a t e  a c t i v a t e d  r e c e p t o r .  C o u p l i n g  o f  
t h e  a c t i v a t e d  r e c e p t o r  t o  t h e  h e t e r o t r i m e r  p r o m o t e s  t h e  e x c h a n g e  o f  G D P  f o r  G T P  
o n  t h e  G  p r o t e i n  a - s u b u n i t .  T h e  G T P - b o u n d  a - s u b u n i t  d i s s o c i a t e s  f r o m  t h e  
a c t i v a t e d  r e c e p t o r  a s  w e l l  a s  f r o m  t h e  p y - d i m e r ,  a n d  b o t h  t h e  a - s u b u n i t  a n d  t h e  
p y - d i m e r  a r e  n o w  f r e e  t o  m o d u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  a  v a r i e t y  o f  e f f e c t o r s  s u c h  a s  
i o n  c h a n n e l s  o r  e n z y m e s  ( e . g ,  a d e n y l a t e  c y c l a s e ) .  S i g n a l i n g  i s  t e r m i n a t e d  b y  t h e  
h y d r o l y s i s  o f  G T P  b y  t h e  G T P a s e  a c t i v i t y ,  w h i c h  i s  i n h e r e n t  t o  t h e  G  p r o t e i n  a -  
s u b u n i t .  T h e  r e s u l t i n g  G D P - b o u n d  a - s u b u n i t  r e - a s s o c i a t e s  w i t h  t h e  p y - d i m e r  t o  
e n t e r  a  n e w  c y c l e  i f  a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  ( W e t t s c h u r e c k  a n d  
O f f e r m a n n s . ,  2 0 0 5 ) .  
E n d o t h e l i a l  C e l l  M e m b r a n e  
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F i g  1 . 8  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  v i a  G  p r o t e i n s  
( M i l l i g a n  a n d  K o s t e n i s ,  2 0 0 6 )  
T h e r e  a r e  f o u r  p r i n c i p a l  c l a s s e s  o f  G - p r o t e i n  a - s u b u n i t  f a m i l i e s  ( G a s ,  
G a i l o ,  G a q l l l  a n d  G a 1 2 / 1 3 ) ,  e a c h  i d e n t i f i e d  b y  a  s u b u n i t  t h a t  p r e f e r e n t i a l l y  
r e g u l a t e s  s p e c i f i c  c l a s s e s  o f  e f f e c t o r s  ( C a b r e r a - V e r a  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  T h e  G a s  
s u b u n i t  i s  u b i q u i t o u s l y  e x p r e s s e d  a n d  s t i m u l a t e s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( A C ) ,  l e a d i n g  
t o  i n c r e a s e d  C A M P  l e v e l s  a n d  a c t i v a t i o n  o f  c a l c i u m  c h a n n e l s .  I t  h a s  a  s i m i l a r  
i s o f o r m ,  G a O l f ,  w h o s e  e x p r e s s i o n  i s  l i m i t e d  t o  n e u r o n a l  c e l l s  a s s o c i a t e d  w i t h  
o l f a c t o r y  p r o c e s s e s .  G a i  i n h i b i t s  A C  a n d  a c t i v a t e s  K +  c h a n n e l s ,  a n d  h a s  a  n u m b e r  
o f  s i m i l a r  i s o f o r m s  w i t h  a  h i g h  d e g r e e  o f  h o m o l o g y  f o r  e a c h  o t h e r .  T h e y  i n c l u d e  
a i l ,  a i 2 ,  a i 3 ,  a o l ,  a o 2 ,  a t - c o n e ,  a g u s t  a n d  a , .  T h e y  s h a r e  t h e  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  
A C ,  b u t  s o m e  a r e  l a r g e l y  t h o u g h t  t o  s e r v e  r e d u n d a n t  f u n c t i o n s .  
A l l  G a i l o  s u b u n i t s  a r e  i n h i b i t e d  b y  p e r t u s s i s  t o x i n  ( P T X ) ,  e x c e p t  f o r  t h e  
a ,  s u b u n i t ,  w h i c h  c a n  c o n t i n u e  t o  i n h i b i t  A C  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  P T X .  I t  h a s  b e e n  
i d e n t i f i e d  i n  a  n u m b e r  o f  t i s s u e s  b u t  i t s  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  i s  a s  o f  y e t  
u n i d e n t i f i e d .  G a q l l  1  s t i m u l a t e s  p h o s p h o l i p a s e  C  ( P L C )  b u t  i t s  e x p r e s s i o n  i s  
l i m i t e d  t o  a  s m a l l  n u m b e r  o f  s i t e s  s u c h  a s  k i d n e y ,  l u n g  a n d  t e s t i s .  M e m b e r s  o f  
G a  1 2 1 1  3  a r e  p r i n c i p a l l y  i n v o l v e d  i n  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n  R h o - m e d i a t e d  
r e s p o n s e s ,  b u t  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  G a q - l i n k e d  s i g n a l i n g  a s  w e l l  
( C a b r e r a - V e r a  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  T h i s  a r r a n g e m e n t ,  w h e r e b y  a  l a r g e  n u m b e r  o f  
G P C R s  t h a t  t r a n s m i t  a  d i v e r s e  a r r a y  o f  s t i m u l i  o p e r a t e  v i a  o n l y  a  l i m i t e d  n u m b e r  
o f  k n o w n  G - p r o t e i n  s u b t y p e s  a n d  e f f e c t o r s ,  c a n n o t  f u l l y  a c c o u n t  f o r  t h e  
s p e c i f i c i t y  i n  r e s p o n s e s  t h a t  i s  g e n e r a l l y  o b s e r v e d .  
T h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  G P C R s  c a n  i n t e r a c t  w i t h  a  v a r i e t y  o f  a d d i t i o n a l  
p r o t e i n s  h a s  a  b e a r i n g  o n  s u c h  i s s u e s .  W i t h  t h i s  n e w  k n o w l e d g e ,  t h e r e  i s  a n  
e m e r g i n g  t h e m e  t h a t  t h e s e  a d d i t i o n a l  p r o t e i n s ,  b y  p r o v i d i n g  a  s c a f f o l d ,  f o r m  
s i g n a l i n g  c o m p l e x e s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  i n d i v i d u a l  G P C R s ,  r e s u l t i n g  i n  
c o m p a r t m e n t a l i z a t i o n  o f  r e c e p t o r s  a n d  s i g n a l i n g  e l e m e n t s  t h a t  e n a b l e  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  s p e c i f i c i t y ,  i n t e n s i t y  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  s i g n a l i n g  p r o c e s s  
( T i l a k a r a t n e  a n d  S e x t o n ,  2 0 0 5 ) .  
1 . 6 . 3 . 2  G P r o t e i n  p y - S u b u n i t  
A t  l e a s t  5  d i f f e r e n t  1 3 -  a n d  1 2  y - s u b u n i t s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  a l t h o u g h  
o n l y  a  l i m i t e d  n u m b e r  o f  p a i r i n g s  h a v e  i d e n t i f i e d .  
H o w e v e r ,  a  n u m b e r  o f  
p o s s i b l e  p a i r i n g s  h a v e  b e e n  i n d i c a t e d  " n o t "  t o  f o r m ,  a n d  t i s s u e  e x p r e s s i o n  
p a t t e r n s  m a y  f u r t h e r  l i m i t  t h e  a c t u a l  n u m b e r  o f  p a i r i n g s  i n  p a r t i c u l a r  c e l l s  a n d  
t i s s u e s .  T h e r e  i s  s t i l l  t h e  p o t e n t i a l  f o r  c o - e x p r e s s i o n  o f  a  s u b s t a n t i a l  n u m b e r  o f  
p a i r s  f o r  w h i c h  f u r t h e r  s t u d y  i s  n e e d e d  t o  i d e n t i f y .  I n i t i a l l y ,  t h e  p y - d i m e r  w a s  
c o n s i d e r e d  t o  a c t  a s  l i t t l e  m o r e  t h a n  a  b i n d i n g  p a r t n e r  f o r  t h e  G a - s u b u n i t  t o  
s u p p r e s s  s p o n t a n e o u s  s i g n a l i n g  a n d  b e c a u s e  i t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  
h y d r o p h o b i c ,  t o  p o t e n t i a l l y  p r o v i d e  a  m e m b r a n e  a n c h o r  f o r  t h e  G a - s u b u n i t .  T h e  
v a r i o u s  p y - c o m p l e x e s  w e r e  a l s o  t h o u g h  t o  b e  f u n c t i o n a l l y  i n t e r c h a n g e a b l e  i n  
t h e i r  a s s o c i a t e d  r o l e  w i t h  t h e  G a - s u b u n i t .  R e c e n t  w o r k  h o w e v e r ,  h a s  i d e n t i f i e d  a  
n u m b e r  o f  r o l e s  f o r  t h e  p y  c o m p l e x e s ,  i n c l u d i n g  e f f e c t s  o n  A C ,  p h o s p h o l i p a s e  C ,  
p o t a s s i u m  c h a n n e l s ,  c a l c i u m  p u m p s  a n d  p h o s p h o i n o s i t i d e  3 - k i n a s e  ( P I - 3  k i n a s e )  
( E x t o n ,  1 9 9 6 ;  Y a m a d a  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  L o t e r s z t a j n  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  
1 . 6 . 3 . 3  G P r o t e i n s  a n d  S h e a r  S t r e s s  
S h e a r  s t r e s s  s t i m u l a t e s  n u m e r o u s  r e s p o n s e s  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  T h e s e  
i n c l u d e ;  ( i )  e l e v a t e d  p r o d u c t i o n  o f  t h e  s e c o n d  m e s s e n g e r s  I P 3  a n d  c G M P ;  ( i i )  
i n c r e a s e d  r e l e a s e  o f  t h e  v a s o a c t i v e  c o m p o u n d s  P G 1 2 ,  N O ,  a n d  E T - 1 ;  ( i i i )  
i n c r e a s e d  m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( M A P K ) ;  a n d  ( i v )  e l e v a t e d  
l e v e l s  o f  p l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  a n d  c - f o s  g e n e  e x p r e s s i o n .  
M a n y  o f  t h e s e  f l o w - m e d i a t e d  e v e n t s  a r e  m e d i a t e d  v i a  G - p r o t e i n  
a c t i v a t i o n ,  a s  d e m o n s t r a t e d  i n  s t u d i e s  e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  G - p r o t e i n  
i n h i b i t o r s .  T h e s e  i n h i b i t o r s  i n c l u d e  G D P - B S ,  a  n o n - h y d r o l y z a b l e  a n a l o g u e  o f  
G D P  a n d  P T X .  G D P - B S  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  s h e a r - i n d u c e d  M A P K  
a c t i v i t y  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( T s e n g  e t  a l . ,  1 9 9 5 )  w h i l s t  P T X  i n h i b i t e d  P G I 2 ,  
w i t h o u t  h a v i n g  a n y  e f f e c t  o n  N O  o r  c G M P  p r o d u c t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  b o t h  P T X -  
s e n s i t i v e  a n d  - i n s e n s i t i v e  G - p r o t e i n s  a r e  a c t i v a t e d  b y  f l o w  ( G u d i  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
1 . 6 . 3 . 4  G P r o t e i n s  a n d  S h e a r  S t r e s s  R e g u l a t i o n  o f  M e t a l l o p e p t i d a s e  
E x p r e s s i o n  
N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  l i n k e d  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s  w i t h  G - p r o t e i n s .  
T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s  p r o d u c e  a  v a r i e t y  o f  p e p t i d e  p r o d u c t s  w h o s e  r e c e p t o r s  
c a n  b e  G - p r o t e i n  a s s o c i a t e d .  E T  r e c e p t o r s ,  w h i c h  b i n d  t h e  p o t e n t  
v a s o c o n s t r i c t i v e  p e p t i d e  E T - 1 ,  a r e  G - p r o t e i n - c o u p l e d ,  r e s u l t i n g  i n  a c t i v a t i o n  o f  
p h o s p h o l i p a s e  C  a n d  g e n e r a t i o n  o f  t w o  s e c o n d  m e s s e n g e r s ,  i n o s i t o l  t r i p h o s p h a t e  
a n d  d i a c y l g l y c e r o l ,  w h i c h  r e s p e c t i v e l y  s t i m u l a t e  c a l c i u m  r e l e a s e  a n d  p r o t e i n  
k i n a s e  C  a c t i v a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y .  
P h o s p h o l i p a s e  D  a c t i v a t i o n  w i t h  g e n e r a t i o n  o f  d i a c y l g l y c e r o l ,  
p h o s p h o l i p a s e  A 2  s t i m u l a t i o n  w i t h  r e l e a s e  o f  a r a c h i d o n i c  a c i d ,  a c t i v a t i o n  o f  t h e  
N ~ + / H +  e x c h a n g e r ,  a n d  a c t i v a t i o n  o f  t y r o s i n e  k i n a s e s  a n d  M A P  k i n a s e s ,  a r e  o t h e r  
p a t h w a y s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  c o n t r a c t i o n  a n d  g r o w t h  i n d u c e d  b y  E T  r e c e p t o r  
s t i m u l a t i o n .  E T  r e c e p t o r s  a n d  h e n c e  G - p r o t e i n s ,  m a y  b e  d o w n r e g u l a t e d  b y  E T -  1 ,  
e s p e c i a l l y  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  l a r g e  a m o u n t s  o f  E T - 1  a r e  b e i n g  p r o d u c e d  
i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  
T h i s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  s o m e  m o d e l s  o f  e x p e r i m e n t a l  h y p e r t e n s i o n  
a n d  i n  h u m a n  h y p e r t e n s i o n  ( S c h i f f i n  a n d  T o u y z ,  1 9 9 8 ) .  
I n t e r a c t i o n s  o f  G -  
p r o t e i n s  a n d  m e m b e r s  o f  t h e  R A S  s y s t e m  h a v e  a l s o  b e e n  e x a m i n e d ,  w i t h  s t u d i e s  
i n d i c a t i n g  a  r o l e  f o r  A C E  i n h i b i t o r s  i n  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  c a r d i a c  G - p r o t e i n s  
( P a n d e y  a n d  A n a n d - S r i v a s t a v a ,  1 9 9 6 ;  M a k i n o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  O t h e r  m e m b e r s  o f  
t h e  R A S  s y s t e m  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  m e d i a t e  t h e i r  e f f e c t s  v i a  G - p r o t e i n s ,  
n a m e l y  A n g - ( 1 - 7 ) ,  a n  i m p o r t a n t  v a s o p e p t i d e  w i t h  c o n t r a s t i n g  e f f e c t s  t o  t h e  
p o t e n t  v a s o c o n s t r i c t o r  A n g  I 1  ( F e r r e i r a  a n d  S a n t o s ,  2 0 0 5 ) .  R e c e n t l y  s t u d i e s  h a v e  
a l s o  s h o w n  t h a t  c y c l i c  s t r a i n ,  c a n  d i f f e r e n t i a l l y  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  o f  m e m b e r s  
o f  t h e  T L Z M  f a m i l y ,  n a m e l y  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  i n  a  G - p r o t e i n  d e p e n d e n t  
m a n n e r .  I n c u b a t i o n  w i t h  G a i  i n h i b i t o r s  ( P T X  a n d  N F 0 2 3 )  s t r o n g l y  a t t e n u a t e d  
t h e  s t r a i n - i n d u c e d  i n c r e a s e s  i n  b o t h  o f  t h e s e  p e p t i d a s e s .  F u r t h e r  e x a m i n a t i o n  
u s i n g  d o m i n a n t  n e g a t i v e  m u t a n t s  t o  s e l e c t i v e l y  a t t e n u a t e  e v i d e n c e d  m o r e  
s p e c i f i c  r e s u l t s ,  w i t h  b o t h  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  i n c r e a s e s  d i s p l a y i n g  a  
s e n s i t i v i t y  t o  b l o c k a d e  o f  G a n ,  w h i l s t ,  b l o c k a d e  o f  G a i 3  a n d  G a i l  s e l e c t i v e l y  
i n h i b i t e d  t h e  s t r a i n  i n d u c e d  i n c r e a s e s  i n  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  r e s p e c t i v e l y .  
M o r e o v e r  E P 2 4 . 1 6  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  t o  p y  b l o c k a d e  ( C o t t e r  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  
1 . 6 . 4  S m a l l  G P r o t e i n s  ( G T P a s e s )  
T h e  s m a l l  G - p r o t e i n  s u p e r f a m i l y  c o n t a i n s  o v e r  1 0 0  m e m b e r s  t h a t  a r e  
g e n e r a l l y  c l a s s i f i e d ,  b y  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y ,  i n t o  f i v e  s u b - f a m i l i e s :  R a s  f a m i l y  
G T P a s e s  ( R a s ,  R a p  a n d  R a l ) ,  R h o  f a m i l y  G T P a s e s  ( R h o ,  R a c  a n d  c d c 4 2 ) ,  A r f  
f a m i l y  G T P a s e s  ( A r f l - A r f 6 ,  A r l l - A r l 7  a n d  S a r ) ,  R a b  f a m i l y  G T P a s e s  ( > 6 0  
m e m b e r s ,  e . g .  R a b 5 )  a n d  R a n  f a m i l y  G T P a s e s  ( M a c k a y  a n d  H a l l ,  1 9 9 8 ) .  T h e  
s m a l l  G T P a s e s  a r e  m o n o m e r i c  G - p r o t e i n s  w i t h  m o l e c u l a r  m a s s e s  o v e r  t h e  r a n g e  
2 0 - 3 0  k D a .  T h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  m a n y  s m a l l  G - p r o t e i n s  a r e  s t i l l  b e i n g  
e l u c i d a t e d .  L n  g e n e r a l ,  R a s  f a m i l y  G T P a s e s  r e g u l a t e  c e l l  s i g n a l i n g  e v e n t s  t h a t  
l e a d  t o  a l t e r a t i o n s  i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n ;  R h o  f a m i l y  G T P a s e s  f u n c t i o n  a s  
r e g u l a t o r s  o f  t h e  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  a n d  c a n  a l s o  i n f l u e n c e  g e n e  t r a n s c r i p t i o n ;  
R a b  a n d  A r f  f a m i l y  G T P a s e s  c o n t r o l  t h e  f o r m a t i o n ,  f u s i o n  a n d  m o v e m e n t  o f  
v e s i c u l a r  t r a f f i c  b e t w e e n  d i f f e r e n t  m e m b r a n e  c o m p a r t m e n t s  o f  t h e  c e l l ;  a n d  R a n  
G T P a s e s  r e g u l a t e  b o t h  m i c r o t u b u l e  o r g a n i z a t i o n  a n d  n u c l e o c y t o p l a s m i c  p r o t e i n  
t r a n s p o r t .  
A l l  o f  t h e s e  G T P a s e s  f u n c t i o n  a s  m o l e c u l a r  s w i t c h e s  t h a t  c o n t r o l  
e u k a r y o t i c  c e l l  f u n c t i o n  b y  c y c l i n g  b e t w e e n  t w o  i n t e r c o n v e r t i b l e  f o r m s ,  a  G D P -  
b o u n d  ' i n a c t i v e '  f o r m  a n d  a  G T P - b o u n d  ' a c t i v e '  f o r m .  T h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p  o f  
t h e  G D P I G T P  e x c h a n g e ,  w h i c h  i s  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  G D P ,  i s  p r o m o t e d  b y  t h e  
a s s o c i a t i o n  o f  a  g u a n i n e  n u c l e o t i d e  e x c h a n g e  f a c t o r  ( G E F ) ,  t h e  a c t i v i t y  o f  w h i c h  
m a y  b e  r e g u l a t e d  b y  a n  u p s t r e a m  s i g n a l  s u c h  a s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a  h e t e r o t r i m e r i c  
G - p r o t e i n .  T h e  b i n d i n g  o f  G T P  e v e n t u a l l y  l e a d s  t o  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  
t h e  d o w n s t r e a m  e f f e c t o r - b i n d i n g  d o m a i n  o f  t h e  G - p r o t e i n  s u c h  t h a t  t h i s  r e g i o n  
i n t e r a c t s  w i t h  e i t h e r  o n e  o r  m a n y  d o w n s t r e a m  e f f e c t o r ( s ) ,  w h i c h  f u n c t i o n  t o  
e i t h e r  a c t i v a t e  o r  i n a c t i v a t e  a  v a r i e t y  o f  s i g n a l i n g  p a t h w a y s .  T h e  G T P - b o u n d  
f o r m  o f  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n  i s  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  G D P - b o u n d  f o r m  d u e  t o  i t s  
i n t r i n s i c  G T P a s e  a c t i v i t y ,  w h i c h  i s  s t i m u l a t e d  b y  G T P a s e - a c t i v a t i n g  p r o t e i n s .  O f  
p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  i s  t h e  R h o  G T P a s e  f a m i l y  w h i c h  s h a l l  b e  
d i s c u s s e d  f u r t h e r .  
1 . 6 . 4 . 1  R h o  G T P a s e  S m a l l  G - P r o t e i n  F a m i l y  
T h e  R h o  G T P a s e  f a m i l y  o f  s m a l l  G - p r o t e i n s  c o n s i s t s  o f  a t  l e a s t  2 0  
m e m b e r s ,  s u b d i v i d e d  i n t o  t h e  R h o  ( R h o A ,  R h o B  a n d  R h o C ) ,  R a c  ( R a c l ,  R a c 2  
a n d  R a c 3 )  a n d  C d c 4 2  ( C d c 4 2 H s  a n d  G 2 5 K )  f a m i l i e s .  T h e s e  G T P a s e s  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  h a v e  a t  l e a s t  3 0 %  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h  o t h e r  G T P a s e s ,  n a m e l y  t h e  
R a s  f a m i l y .  T h s  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  s o u r c e  o f  t h e i r  c o m m o n a l i t y  i n  a b i l i t y  t o  
r e g u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  ( M a c k a y  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  T a k a i s h i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  L i k e  R a s  
a n d  o t h e r  G T P a s e s ,  t h e  R h o  G T P a s e s  c y c l e  b e t w e e n  G T P - b o u n d  a c t i v e  s t a t e s  
a n d  G D P - b o u n d  i n a c t i v e  s t a t e s .  T h e y  a r e  a c t i v a t e d  b y  P I - 3  k i n a s e - d e p e n d e n t  
a c t i v a t i o n  o f  g u a n i n e  n u c l e o t i d e  e x c h a n g e  f a c t o r s  ( G E F s )  t h a t  s t i m u l a t e  G T P  
e x c h a n g e .  G T P a s e s  a r e  i n a c t i v a t e d  b y  G A P S ,  w h i c h  s t i m u l a t e  t h e i r  i n t r i n s i c  
G T P a s e  a c t i v i t y .  R h o  G T P a s e s  p e r f o r m  i m p o r t a n t  f u n c t i o n s  i n  c o n t r o l l i n g  g e n e  
t r a n s c r i p t i o n ,  c e l l  c y c l e  c o n t r o l  a n d  a p o p t o s i s .  H o w e v e r ,  t h e i r  b e s t  u n d e r s t o o d  
a n d  c o n s e r v e d  f u n c t i o n  i s  t o  r e g u l a t e  f i l a m e n t o u s  a c t i n  a n d  t h e r e b y  r e g u l a t e  t h e  
a c t i n  c y t o s k e l e t o n .  
T h r o u g h  r e g u l a t i o n  o f  a c t i n ,  R h o  G T P a s e s  a r e  a b l e  t o  c o o r d i n a t e  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  r e s p o n s e s  t o  e x t r a c e l l u l a r  s t i m u l i  t h u s  r e g u l a t i n g  c e l l  m o v e m e n t ,  c e l l  
s h a p e ,  c e l l  p o l a r i t y ,  m a t r i x  a d h e s i o n ,  a n d  c e l l  t o  c e l l  a d h e s i o n  ( F r y e r  a n d  F i e l d  
2 0 0 5 ) .  
O f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  i n  t h e  R h o  G T P a s e  f a m i l y  i s  R a c l .  R a c l  i s  
r e q u i r e d  a t  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l  t o  r e g u l a t e  a c t i n  p o l y m e r i z a t i o n  a n d  
m e m b r a n e  p r o t r u s i o n  a n d  a s s e m b l y  o f  m e m b r a n e  r u f f l e s  d e p e n d s  o n  R a c l  
a c t i v i t y .  R a c l  t h e r e f o r e  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e  o f  
e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
S t u d i e s  i n c o r p o r a t i n g  b i o c h e m i c a l  a n d  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s  i n  
E C s  i n d i c a t e  t h a t  R a c l  G T P a s e  i s  a c t i v a t e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  U s i n g  p u l l - d o w n  
a s s a y s ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  s h e a r  s t r e s s  c a n  t r a n s i e n t l y  a c t i v a t e  R a c l  w i t h i n  3 0  
m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  a  r e t u r n  t o  b a s a l  l e v e l s .  
R a c l  a c t i v a t i o n  b y  s h e a r  s t r e s s  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  u p s t r e a m  o f  a  
n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  i m p o r t a n t  p r o c e s s e s  i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  n a m e l y ,  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r ,  N F - K B  v i a  t h e  p r o d u c t i o n  o f  R a c l -  
d e p e n d e n t  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  ( T z i m a ,  2 0 0 6 ) .  R a c l  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
a c t  a s  p a r t  o f  a  l a r g e r  s i g n a l i n g  n e t w o r k  o f  G T P a s e s ,  i n  w h i c h  G P C R  a c t i v a t e  o n e  
o r  m o r e  G T P a s e s  w h i c h  t h e n  w o r k  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  e a c h  o t h e r ,  n a m e l y  R h o ,  
R a c  a n d  C d c 4 2  t o  a f f e c t  d o w n s t r e a m  t a r g e t s  s u c h  a s  M A P K  ( M a t o z a k i  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  
1 . 6 . 5  P r o t e i n  T y r o s i n e  K i n a s e  
T y r o s i n e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  n u m e r o u s  p r o t e i n s  i s  a n  i m p o r t a n t  s t e p  i n  t h e  
s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  o f  c e l l u l a r  p a t h w a y s  t h a t  c o n t r o l  v a r i o u s  a c t i v i t i e s ,  s u c h  a s  
p r o l i f e r a t i o n ,  m i g r a t i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  s u r v i v a l .  P T K s  a r e  i n t e g r a l  
c o m p o n e n t s  o f  s u c h  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  c a s c a d e s .  T h e y  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n t o  
t w o  d i s t i n c t  s u b - f a m i l i e s ,  r e c e p t o r  a n d  n o n - r e c e p t o r  l i n k e d ,  t h a t  a c t  a t  a  
m e m b r a n e  a n d  c y t o p l a s m i c  l e v e l ,  r e s p e c t i v e l y .  
1 . 6 . 5 . 1  R e c e p t o r  P T K  
T h e s e  P T K s  a r e  d i s t i n g u i s h a b l e  a s  a  s u b - c l a s s  f r o m  o t h e r  e n z y m e  l i n k e d  
m e m b r a n e  r e c e p t o r s  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n t r i n s i c  t y r o s i n e  k i n a s e  a c t i v i t y  
w i t h i n  t h e  r e c e p t o r  m o l e c u l e  i t s e l f .  R e c e p t o r s  o f  t h i s  c l a s s  g e n e r a l l y  r e s p o n d  t o  
c i r c u l a t i n g  h o r m o n a l  s t i m u l i ,  w h i c h  t r i g g e r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  
s i g n a l i n g  p a t h w a y s  l e a d i n g  t o  a  s h i f t  i n  c e l l  m e t a b o l i s m ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d l o r  
d i f f e r e n t i a t i o n .  M e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y  i n c l u d e  t h e  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  
r e c e p t o r  ( I L G F R ) ,  t h e  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  ( E G F R )  a n d  t h e  p l a t e l e t -  
d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  ( P D G F R ) .  M a n y  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  e x i s t  a s  
m o n o m e r s  i n  t h e  c e l l  m e m b r a n e  ( e . g .  E G F R ) .  A g o n i s t  b i n d i n g  t o  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  p o r t i o n  l e a d s  t o  t h e  d i m e r i s a t i o n  o f  t w o  r e c e p t o r s ,  a n d  a  s u b s e q u e n t  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e ,  w h i c h  c a u s e s  t h e  a u t o p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  
d o m a i n  ( s e e  F i g  1 . 9 ) ,  c r e a t i n g  b i n d i n g  s i t e s  f o r  i n t r a c e l l u l a r  a d a p t o r  m o l e c u l e s  
s u c h  a s  S o s  a n d  G r b 2 .  T h e s e  a d a p t o r  m o l e c u l e s  s u b s e q u e n t l y  b r i n g  o t h e r  
s i g n a l i n g  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  R a s ,  i n t o  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e  r e c e p t o r s  
i n t e r c e l l u l a r  d o m a i n ,  l e a d i n g  t o  a c t i v a t i o n  o f  a  s i g n a l i n g  c a s c a d e  ( S t o n e ,  1 9 9 8 ;  
S u g d e n  a n d  C l e r k ,  1  9 9 7 ) .  
L i g a n d  
A c t i v e  P h o w h o r v l a t e d  P T K  
v  
E f f e d o r  T a r g e t  
F i g  1 . 9  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  v i a  P T K  
1 . 6 . 5 . 2  N o n - r e c e p t o r  P T K s  
I n c l u d e d  i n  t h e  s u b - f a m i l y  o f  n o n - r e c e p t o r  P T K s  a r e  F A K  a n d  c - S r c .  
T h e s e  r e p r e s e n t  c e l l u l a r  e n z y m e s  t h a t  h a v e  i n t r i n s i c  k i n a s e  a c t i v i t i e s  b u t  d o  n o t  
p o s s e s s  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s .  F A K  a n d  c - S r c ,  f o r  e x a m p l e  a r e  p r e s e n t  i n  f o c a l  
a d h e s i o n  s i t e s  a n d  a r e  t y r o s i n e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  c e l l  a d h e s i o n  a n d  
t h e  s t i m u l a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  g r o w t h  f a c t o r s  ( S c h a l l e r  a n d  P a r s o n s ,  1 9 9 4 ) .  F o c a l  
a d h e s i o n - a s s o c i a t e d  k i n a s e s  s u c h  a s  F A K  a n d  c - S r c  a r e  r a p i d l y  a c t i v a t e d  i n  E C s  
b y  s h e a r  s t r e s s  ( L i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
1 . 6 . 5 . 3  P r o t e i n  T y r o s i n e  K i n a s e s  a n d  S h e a r  S t r e s s  
T y r o s i n e  k i n a s e s  ( P T K s )  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  s i g n a l i n g  p a t h w a y  
w h i c h  l e a d s  t o  t h e  a c t i v a t i o n  o f  M A P K s ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  f i n d i n g  t h a t  
g e n i s t e i n ,  a  p h a r m a c o l o g i c a l  P T K  i n h i b i t o r ,  c a n  a t t e n u a t e  t h e  s h e a r  s t r e s s  
a c t i v a t i o n  o f  E R I C  a n d  J N K  ( L i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  J o  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  T a k a h a s h i  a n d  B e r k ,  
1 9 9 6 ) .  P T K s  a r e  a l s o  c r i t i c a l  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s - r e g u l a t i o n  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l  
s h a p e  a n d  s t r e s s  f i b r e s  ( C h i e n  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  a s  w e l l  a s  i n  t h e  e a r l y  p h a s e  o f  f l o w -  
d e p e n d e n t  N O  p r o d u c t i o n  ( C o r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  R e p o r t s  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
a c t i v i t i e s  o f  P T K s  i n  c a r d i a c  m y o c y t e s ,  p l a t e l e t s ,  a n d  E C s  a r e  i n c r e a s e d  b y  
m e c h a n i c a l  s t i m u l i  s u c h  a s  c y c l i c  s t r e t c h  a n d  s h e a r  s t r e s s  ( S a d o s h i m a  a n d  I z u m o ,  
1 9 9 7 ,  I s h i d a  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  s h e a r  s t r e s s  i n d u c e s  a  r a p i d  a n d  
t r a n s i e n t  t y r o s i n e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  F L K - 1  a n d  i t s  c o n c o m i t a n t  a s s o c i a t i o n  w i t h  
t h e  a d a p t o r  p r o t e i n  S h c  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( L a b r a d o r  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  R a v i c h a n d r a n  
e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  a d a p t o r  p r o t e i n  S h c  i s  i m p l i c a t e d  i n  s i g n a l i n g  v i a  m a n y  
d i f f e r e n t  t y p e s  o f  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r s ,  G - p r o t e i n  c o u p l e d  
r e c e p t o r s ,  h o r m o n e  r e c e p t o r s ,  i n t e g r i n s  a n d  t y r o s i n e  k i n a s e s  ( L o p e z - I l a s a c a ,  
1 9 9 8 ) .  
1 . 6 . 6  C a v e o l a e  
A n o t h e r  p o s s i b l e  c a n d i d a t e  f o r  t h e  t r a n s d u c t i o n  o f  h e r n o d y n a m i c  f o r c e s  
i n t o  b i o c h e m i c a l  s i g n a l s  a r e  c a v e o l a e .  C a v e o l a e  a r e  s p e c i a l i z e d  d o m a i n s  o f  t h e  
p l a s m a  m e m b r a n e  t h a t  a r e  r i c h  i n  c h o l e s t e r o l .  T h e i r  h i g h  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  
m a k e s  t h e m  m o r e  r i g i d  t h a n  o t h e r  p o r t i o n s  o f  t h e  c e l l  m e m b r a n e .  
C a v e o l a e  a r e  a b u n d a n t  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  
t r a n s c y t o s i s ,  i o n  m o v e m e n t  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e ,  a n d  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  
( S c h n i t z e r  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  T h e  p r i n c i p l e  c o m p o n e n t  o f  c a v e o l a e  i s  a  2 1 -  t o  2 4 - k D  
i n t e g r a l  m e m b r a n e  p r o t e i n  c a l l e d  c a v e o l i n .  C a v e o l i n  f u n c t i o n s  a s  a  s c a f f o l d  f o r  
t h e  r e c r u i t m e n t  a n d  s e q u e s t r a t i o n  o f  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s .  A m o n g  s i g n a l i n g  
m o l e c u l e s  k n o w n  t o  a s s o c i a t e  w i t h  c a v e o l a e  a r e  G - p r o t e i n s ,  c - S r c - f a m i l y  
t y r o s i n e  k i n a s e s ,  R a s ,  P K C ,  e N O S ,  S h c ,  G r b 2  S o s ,  R a f - 1 ,  a n d  E R K  1 1 2  ( G a r c i a -  
C a r d e n a  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  C o u e t  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  B a s e d  o n  t h e i r  b i o p h y s i c a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s ,  c a v e o l a e  r e p r e s e n t  a n  
a t t r a c t i v e  s i t e  f o r  m e c h a n o t r a n s d u c t i o n  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  ( T r a u b  a n d  B e r k ,  
1 9 9 8 ) .  A  n u m b e r  o f  m e m b e r s  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  p e p t i d a s e s  a n d  t h e i r  
a s s o c i a t e d  p e p t i d e s  a n d  r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  c l u s t e r e d  i n  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e ,  n a m e l y  E P 2 4 . 1 5 ,  A C E ,  E C E ,  E T - 1  a n d  E T a  ( J e s k e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  R y a n  
e t  a l . ,  1 9 7 6 ,  T a k a h a s h i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ,  C h u n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
1 . 6 . 7  I o n  C h a n n e l s  
I o n  C h a n n e l s  w e r e  f i r s t  s u g g e s t e d  a s  p o t e n t i a l  m e c h a n o s e n s o r s  b a s e d  o n  
t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  s h e a r  s t r e s s  e v o k e s  a n  i m m e d i a t e  i n c r e a s e  i n  c u r r e n t  t h o u g h  
e n d o t h e l i a l  c e l l  p o t a s s i u m  c h a n n e l s  ( N a k a c h e  a n d  G a u b ,  1 9 8 8 ;  C o o k e  e t  a l . ,  
1 9 9 1 ) .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e x p o s u r e  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  t o  a  
p h y s i o l o g i c a l  l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  f o r  1 0  s e c  a c t i v a t e d  a  K +  c h a n n e l ,  w h i c h  w a s  
n o t  r a p i d l y  d e s e n s i t i z e d ,  a n d  t h e  m a g n i t u d e  a n d  d u r a t i o n  o f  w h i c h  w a s  s h e a r  
s t r e s s - d e p e n d e n t  ( A l e v r i a d o u  e t  a l . ,  1 9 9 3 ,  O l e s e n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  
T h e  i m m e d i a c y  o f  t h i s  r e s p o n s e ,  o n e  o f  t h e  f a s t e s t  r e c o r d e d  r e s p o n s e s  t o  
s h e a r  s t r e s s ,  l e d  m a n y  t o  s u g g e s t  t h a t  K +  c h a n n e l s  m a y  b e  e f f e c t i v e  
m e c h a n o s e n s o r s  ( P o s t o n ,  2 0 0 2 ) .  S t u d i e s  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s h e a r  s t r e s s  
i n d u c e d  i n c r e a s e  o f  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  P  1  ( T G F - P  I )  c o u l d  b e  a t t e n u a t e d  
b y  b l o c k a g e  o f  K +  c h a n n e l s  l e n t  w e i g h t  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  K +  c h a n n e l s  p l a y  a  r o l e  
i n  f l o w - s t i m u l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n  ( O h n o  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  T h i s  s h e a r  s t r e s s  
s e n s i t i v e  K +  c h a n n e l  s e e m s  t o  b e  e n d o t h e l i a l  c e l l - s p e c i f i c ,  a s  i t  w a s  n o t  f o u n d  i n  
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  o r  a t r i a l  m y o c y t e s  ( P a p a d a k i  a n d  E s k i n ,  1 9 9 7 ) .  T h e  
h y p e r p o l a r i z a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  K t  c h a n n e l  o p e n i n g  i s  b e l i e v e d  t o  
a c c o u n t  f o r  t h e  t r a n s i e n t  r i s e  i n  c e l l  c a l c i u m  r e p o r t e d  i n  r e s p o n s e  t o  s h e a r  
( S c h w a r t z  e t  a l . ,  1 9 9 2 ,  S h e n  e t  a l . ,  1 9 9 2 ,  C o r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h i s  i n c r e a s e  i n  
e n d o t h e l i a l  c e l l  c a l c i u m  w a s  o r i g i n a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  
i n c r e a s e d  N O  r e l e a s e  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s i n g  f l o w ,  a s  e N O S  i s  s t r o n g l y  
a c t i v a t e d  b y  c a 2 +  ( L u c k h o f f  a n d  B u s s e ,  1 9 9 0 ) .  H o w e v e r ,  i t  h a s  s i n c e  b e e n  s h o w n  
t h a t  N O - m e d i a t e d  r e l a x a t i o n  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  i s  l a r g e l y  c a l c i u m  i n d e p e n d e n t  
( A y a j i k i  e t  a l . ,  1 9 9 6 ,  P o s t o n ,  2 0 0 2 ) .  F u r t h e r  s t u d y  i s  t h e r e f o r e  r e q u i r e d  i n  o r d e r  
t o  f u l l y  e l u c i d a t e  t h e  p o s s i b l e  r o l e s  p l a y e d  b y  i o n  c h a n n e l s  i n  
m e c h a n o t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s .  
S o d i u m  c h a n n e l s  h a v e  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  s h e a r - m e d i a t e d  r e s p o n s e s .  
F o r  e x a m p l e  T r a u b  e t  a l . ,  1 9 9 9 ,  h a v e  s u g g e s t e d  a  t o n i c  i n h i b i t i o n  o f  f l o w -  
m e d i a t e d  M A P  k i n a s e  ( E R K )  s t i m u l a t i o n  b y  ~ a +  c h a n n e l s ,  a s  i n d i c a t e d  b y  s h e a r -  
m e d i a t e d  E R I C 1 1 2  s t i m u l a t i o n  t h r o u g h  a d d i t i o n  o f  t h e  ~ a +  c h a n n e l  i n h i b i t o r ,  
t e t r o d o x i n .  
1 . 7  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s  
R e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  ( R O S )  w e r e  c l a s s i c a l l y  r e g a r d e d  a s  a c c i d e n t a l  
b y - p r o d u c t s  o f  m e t a b o l i s m  a n d  w e r e  c o n s i d e r e d  l a r g e l y  d e t r i m e n t a l  d u e  t o  t h e i r  
r e a c t i v i t y  w i t h  m e m b r a n e s ,  D N A ,  m a c r o m o l e c u l e s  a n d  p r o t e i n s .  R O S  i n c l u d e  
f r e e  r a d i c a l s  s u c h  a s  0 2 - '  ( S u p e r o x i d e ) ,  N O '  ( n i t r i c  o x i d e ) ,  O N O O - '  
( p e r o x y n i t r i t e )  a n d  O H '  ( h y d r o x y l )  a n d  n o n - r a d i c a l s  s u c h  a s  H 2 0 2 .  G r o u n d - s t a t e  
d i a t o m i c  o x y g e n  ( m o r e  c o m m o n l y ,  0 2 ) ,  d e s p i t e  b e i n g  a  r a d i c a l  s p e c i e s ,  a n d  t h e  
m o s t  i m p o r t a n t  o x i d a n t  i n  a e r o b i c  o r g a n i s m s ,  i s  o n l y  v e r y  s p a r i n g l y  r e a c t i v e  
i t s e l f .  T h i s  l e s s e r  r e a c t i v i t y  i s  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  i t s  t w o  u n p a i r e d  e l e c t r o n s  a r e  
l o c a t e d  i n  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  o r b i t a l s  a n d  p o s s e s s  " p a r a l l e l  s p i n s . "  A s  a  
c o n s e q u e n c e ,  i f  0 2  i s  s i m u l t a n e o u s l y  t o  a c c e p t  t w o  e l e c t r o n s ,  t h e s e  m u s t  b o t h  
p o s s e s s  a n t i - p a r a l l e l  s p i n s  r e l a t i v e  t o  t h e  u n p a i r e d  e l e c t r o n s  i n  0 2 ,  a  c r i t e r i o n  
w h i c h  i s  n o t  s a t i s f i e d  b y  a  t y p i c a l  p a i r  o f  e l e c t r o n s  i n  a t o m i c  o r  m o l e c u l a r  
o r b i t a l s  ( w h i c h  h a v e  o p p o s i t e  s p i n s  a c c o r d i n g  t o  t h e  P a u l i  E x c l u s i o n  P r i n c i p l e ) .  
A s  a  r e s u l t ,  0 2  p r e f e r e n t i a l l y  a c c e p t s  e l e c t r o n s  o n e  a t  a  t i m e  f r o m  o t h e r  r a d i c a l s  
( s u c h  a s  t r a n s i t i o n  m e t a l s  i n  c e r t a i n  v a l e n c e s ) .  T h u s ,  i n  v i v o ,  t y p i c a l  t w o -  o r  f o u r -  
e l e c t r o n  r e d u c t i o n  o f  O 2  r e l i e s  o n  c o o r d i n a t e d ,  s e r i a l ,  e n z y m e - c a t a l y z e d  o n e -  
e l e c t r o n  r e d u c t i o n s .  O n e -  a n d  t w o - e l e c t r o n  r e d u c t i o n  o f  O 2  g e n e r a t e s  0 2 - '  a n d  
H 2 0 2 ,  r e s p e c t i v e l y ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  g e n e r a t e d  b y  n u m e r o u s  r o u t e s  i n  v i v o .  I n  
t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  t r a n s i t i o n  m e t a l s  ( i n  p a r t i c u l a r  i r o n  a n d  c o p p e r ) ,  0 2 - '  a n d  
H 2 0 2  t o g e t h e r  g e n e r a t e  t h e  e x t r e m e l y  r e a c t i v e  O H '  ( F i g  1 . 1 0 ) .  U l t i m a t e l y ,  O H '  i s  
a s s u m e d  t o  b e  t h e  s p e c i e s  r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i n g  t h e  o x i d a t i v e  d e s t r u c t i o n  o f  
b i o m o l e c u l e s  ( B e c k m a n  a n d  A m e s  1 9 9 8 ;  P o l i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
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F i g  1 . 1 0  R e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  
1 . 7 . 1  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s  W i t h i n  t h e  V a s c u l a t u r e  
T h e  p r e s e n c e  o f  R O S  i n  a  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  i s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  
o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  c e l l .  T h i s  o x i d a t i v e  s t a t e  h a s  a  n u m b e r  o f  w i d e  r a n g i n g  
i m p a c t s  o n  c e l l u l a r  a n d  t i s s u e  f u n c t i o n  a s  a  w h o l e .  A n y  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  
t h e  l e v e l s  o f  R O S  p r e s e n t ,  w h i c h  o u t s t r i p s  e n d o g e n o u s  a n t i - o x i d a n t  s y s t e m s ,  i s  
t e r m e d  o x i d a t i v e  s t r e s s .  W h i l s t  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  d i f f e r i n g  R O S  a r e  
r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  c e l l u l a r  f u n c t i o n ,  w h e n  l e v e l s  o f  R O S  e x c e e d  t h a t  w h i c h  i s  
t o l e r a b l e  b y  t h e  c e l l  a n d  a p p r o a c h  o x i d a t i v e  s t r e s s ,  R O S  t h e n  c o n t r i b u t e  t o  a  
n u m b e r  o f  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  O x i d a t i v e  s t r e s s  p l a y s  a  m a j o r  r o l e  i n  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  b y  d i r e c t  a n d  i n d i r e c t  m e c h a n i s m s .  
A n  i m p o r t a n t  d i r e c t  m e c h a n i s m  o f  E C  d y s f u n c t i o n  i s  i n a c t i v a t i o n  o f  e n d o t h e l i a l  
d e r i v e d  N O  b y  0 2 - O .  N O  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e a c t  w i t h  0 2 - '  t o  f o r m  O N O O - '  
( M a s u m o t o  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
U n l i k e  N O  t h a t  r e a d i l y  a c t i v a t e s  g u a n y l y l  c y c l a s e  a n d  i n c r e a s e s  c y c l i c  
G M P  f o r m a t i o n  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e ,  O N O O - '  i s  a  m u c h  w e a k e r  a g o n i s t  
f o r  g u a n y l y l  c y c l a s e  ( T a r p e y  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  T h u s ,  a n y  r e a c t i o n  o f  N O  w i t h  0 2 - '  
w i l l  i m p a i r  N O - i n d u c e d  a c t i v i t i e s  s u c h  a s  v a s o d i l a t i o n .  
O N O O - '  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a l t e r  o t h e r  e n z y m e  s y s t e m s  t h a t  a r e  
i m p o r t a n t  i n  v a s c u l a r  h o m e o s t a s i s .  F o r  e x a m p l e ,  O N O O - '  c a u s e s  t y r o s i n e  
n i t r a t i o n  o f  p r o s t a c y c l i n  s y n t h a s e  l e a d i n g  t o  i n a c t i v a t i o n  o f  i t s  a c t i v i t y  ( Z o u  a n d  
U l l r i c h ,  1 9 9 6 ) .  E n d o t h e l i a l  p r o s t a c y c l i n  r e l e a s e  c a u s e s  p o t e n t  v a s c u l a r  
r e l a x a t i o n .  T h u s ,  l o s s  o f  p r o s t a c y c l i n  w i l l  f u r t h e r  c o n t r i b u t e  t o  e n d o t h e l i a l  
d y s f u n c t i o n  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  i n c r e a s e d  o x i d a t i v e  s t r e s s .  T h e r e  i s  a l s o  
e v i d e n c e  t h a t  t y r o s i n e  n i t r a t i o n  o f  p r o s t a c y c l i n  s y n t h a s e  i s  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  
i n  d i a b e t i c  s t a t e s ,  a s  O N O O - '  f o r m a t i o n  i s  i n d u c e d  i n  E C s  b y  h y p e r g l y c e m i a ,  
l e a d i n g  t o  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  ( Z o u  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  M o r e  d e t r i m e n t a l  
a c t i o n s  o f  O N O O - '  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  s u c h  a s  i t s  p o t e n t  o x i d a n t  p r o p e r t i e s .  
O N O O - '  o x i d i z e s  t e t r a h y d r o b i o p t e r i n  ( o r  t h e  z i n c  c l u s t e r  o f  e N O S ) ,  p r o c e s s e s  
t h a t  m a y  c a u s e  e N O S  u n c o u p l i n g ,  f u r t h e r  l i m i t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  a c t i o n  o f  
N O  (  M i l s t i e n  a n d  K a t u s i c ,  1 9 9 9 ) .  I n c r e a s e d  R O S  p r o d u c t i o n  m a y  a l s o  a f f e c t  
v a s c u l a r  h o m e o s t a s i s  b y  a  n u m b e r  o f  i n d i r e c t  m e c h a n i s m s .  M a n y  s t u d i e s  h a v e  
i n d i c a t e d  a  p r o - a t h e r o g e n i c  e f f e c t  o f  R O S  m e d i a t e d  t h r o u g h  t h e i r  a c t i o n s  o f  
o x i d a t i o n  o f  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  ( L D L ) .  T h i s  i s  e v i d e n c e d  t h r o u g h  t h e  r o l e  
o f  o x i d i z e d  L D L  i n  c e l l  t o x i c i t y ,  a d h e s i o n  o f  l e u k o c y t e s  t o  t h e  e n d o t h e l i u m  a n d  
m i g r a t i o n  o f  l e u k o c y t e s  i n t o  t h e  s u b - e n d o t h e l i a l  s p a c e  a n d  i m p a i r m e n t  o f  
r e c e p t o r - i n d u c e d  N O  p r o d u c t i o n  ( S c h u l z  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
A m o n g  t h e  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  o f  t h e  l i p i d  m o i e t y  o f  L D L s  a r e  o x y s t e r o l s ,  
2 7 - c a r b o n  p r o d u c t s  o f  c h o l e s t e r o l  o x i d a t i o n ,  a r e  b y  f a r  t h o s e  q u a n t i t a t i v e l y  m o r e  
r e p r e s e n t e d .  O x y s t e r o l s  h a v e  b e e n  i n d i c a t e d  a s  p o s s i b l e  m e d i a t o r s  o f  t h e  
s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  t h a t  o c c u r  i n  t h e  v e s s e l  w a l l  d u r i n g  t h e  
a t h e r o s c l e r o t i c  p r o c e s s .  T h e y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e x e r t  a  w i d e  v a r i e t y  o f  e f f e c t s ,  
i n c l u d i n g  e n h a n c e m e n t  o f  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n ,  f i b r o s i s  a n d  p r o g r a m m e d  c e l l  
d e a t h  ( G u a r d i o l a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  O f  n o t e ,  t h e  p a r e n t  m o l e c u l e ,  n o n - o x i d i z e d  
c h o l e s t e r o l ,  i s  f a r  l e s s  r e a c t i v e  t h a n  o x y s t e r o l s ,  s o  t h a t  o x i d a t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  
a p p e a r s  t o  b e  a  n e c e s s a r y  s t e p  f o r  t h e  s t e r o l  t o  e x e r t  i t s  p r o - a t h e r o g e n i c  a c t i o n .  
T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a n  o x y g e n  f u n c t i o n ,  s u c h  a s  a  h y d r o x y l  o r  k e t o n e  
g r o u p ,  o n  t h e  s t e r o l  n u c l e u s  o r  o n  t h e  s i d e  c h a i n  o f  t h e  m o l e c u l e ,  c o n f e r s  t o  t h e  
r e s u l t i n g  c o m p o u n d s  t h e  a b i l i t y  t o  p a s s  l i p o p h i l i c  m e m b r a n e s  a t  a  h i g h  r a t e ,  a n d  
i n  t h i s  w a y ,  t o  i n t e r f e r e  w i t h  c e l l  s i g n a l i n g  a t  a  h i g h e r  r a t e  t h a n  c h o l e s t e r o l  
( S m o n d y r e v  a n d  B e r k o w i t z ,  2 0 0 1 ,  M e a n e y  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  
i n d i c a t e d  a  n u m b e r  o f  p o s s i b l e  m e t h o d s  t h r o u g h  w h i c h  o x y s t e r o l s  e x e r t  t h e i r  
e f f e c t s .  
S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  o x y s t e r o l s  c a n  a f f e c t  e x p r e s s i o n  o f  m o n o c y t e  
c h e m o t a c t i c  p r o t e i n - 1  ( M C P - 1 )  i n  a  P K C - d e p e n d e n t  m a n n e r .  O x y s t e r o l s  h a v e  
a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a  p r o - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t .  S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  7 -  
k e t o c h o l e s t e r o l  i n d u c e s  I L - I S ,  a n  i m p o r t a n t  c y t o k i n e  w h i c h  m e d i a t e s  
i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s e s .  I n d e e d  i n  H U V E C s  s t u d i e s ,  7 - k e t o c h o l e s t e r o l ,  7 a -  
h y d r o x y c h o l e s t e r o l  a n d  7 S - h y d r o x y c h o l e s t e r o l  w e r e  a l l  s h o w n  t o  i n d u c e  a  1 0 - 2 0  
f o l d  i n c r e a s e  i n  I L - 1 1 3  s e c r e t i o n  ( L e m a i r e  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h e s e  t h r e e  s t e r o l s  a l s o  
i n d u c e  e x p r e s s i o n  o f  V C A M - 1 ,  I C A M - 1  a n d  E - s e l e c t i n ,  i m p o r t a n t  m e d i a t o r s  o f  
i n f l a m m a t i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  
C h o l e s t e r o l  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  s u c h  a s  2 5 - h y d r o x y c h o l e s t e r o l ,  h a v e  a l s o  
b e e n  i n d i c t e d  t o  p l a y  a  r o l e  i n  p a t h o g e n i c  p r o c e s s e s  i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  w i t h  2 5 -  
h y d r o x y c h o l e s t e r o l  i n d u c i n g  m R N A  e x p r e s s i o n  o f  p r o - f i b r o g e n i c  b a s i c  f i b r o b l a s t  
g r o w t h  f a c t o r  ( K r a e m e r  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  
W h i l s t  R O S  w e r e  o r i g i n a l l y  c o n s i d e r e d  a s  s i m p l y  d e l e t e r i o u s  a n d  t o x i c  
s u b s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  t i s s u e  i n j u r y ,  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  e x a m i n e d  t h e  r o l e s  
p l a y e d  b y  s u b - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S ,  n a m e l y  t h e i r  a p p a r e n t  a b i l i t y  t o  a c t  a s  
s i g n a l i n g  m o l e c u l e s  i n  a  n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  p a t h w a y s  w i t h i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  
R O S  i n i t i a l l y  s e e m e d  u n l i k e l y  m e m b e r s  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s ,  
d u e  m a i n l y  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e y  l a c k  s o m e  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  t r a d i t i o n a l l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s ;  t h e y  a r e  s m a l l  a n d  d o  n o t  h a v e  s t r u c t u r a l  
c o m p l e x i t y .  F u r t h e r m o r e  t h e y  a r e  h i g h l y ,  a n d  h e n c e  r a n d o m l y ,  r e a c t i v e .  T h e y  
i n t e r a c t  v e r y  r a p i d l y  a n d  w i t h i n  v e r y  s h o r t  d i s t a n c e s ,  o f t e n  w i t h  t h e  f i r s t  o r g a n i c  
m o l e c u l e  t h e y  e n c o u n t e r ,  e n t i r e l y  b y  c h a n c e .  G r o w i n g  e v i d e n c e  h o w e v e r ,  f i r m l y  
p l a c e s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  o n  s u b - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S  i n  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  
s i g n a l i n g  w i t h i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  L i g a n d s  t h a t  i n d u c e  a n  i n c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  H 2 0 2  i n c l u d e  p e p t i d e  g r o w t h  f a c t o r s  s u c h  a s  p l a t e l e t - d e r i v e d  
g r o w t h  f a c t o r  ( P D G F ) ,  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F )  a n d  E T - 1  a n d  c y t o k i n e s  
s u c h  a s  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - D l  ( T G F -  D l )  a n d  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - a  
( T N F - a )  ( P o l i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  H 2 0 2  a n d  0 2 - '  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  t y r o s i n e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  s e v e r a l  P T K s ,  n a m e l y  S r c  a n d  J A K 2 ,  i n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s ,  
i n c l u d i n g  f i b r o b l a s t s ,  S M C s  a n d  T  a n d  B  l y m p h o c y t e s  ( A b e  a n d  B e r k ,  1 9 9 9 ;  
E s p o s i t o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
O x i d a t i v e  s t a t e  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  m o d u l a t e  a c t i v i t y  o f  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r  N F - K B  t h r o u g h  t h e  R O S - i n d u c e d  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  I - K B ,  t h e  N F - K B  
i n h i b i t o r  m o l e c u l e .  A c t i v a t o r  p r o t e i n - 1  ( A P - I ) ,  a  t r a n s c r i p t i o n a l  c o m p l e x  f o r m e d  
b y  t h e  d i m e r i s a t i o n  o f  F o s - J u n  o r  J u n - J u n  p r o t e i n s ,  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  
b e  r e d o x  s e n s i t i v e .  T h e  a c t i v i t y  o f  A P - 1  i s  r e g u l a t e d  b y  r e d o x  e f f e c t s  o n  s i n g l e  
c y s t e i n e  r e s i d u e s  l o c a t e d  i n  t h e  D N A - b i n d i n g  d o m a i n  o f  e a c h  s u b u n i t ,  i n  t h a t  
o x i d a t i o n  r e d u c e s  b i n d i n g  a c t i v i t y  w h i l e  r e d u c t i o n  e n h a n c e s  i t  ( S u n  a n d  O b e r l e y ,  
1 9 9 6 ) .  S u b - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S  h a v e  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  a c t  i n  a n  
a t h e r o p r o t e c t i v e  m a n n e r .  
S t u d i e s  c a r r i e d  o u t  i n  H U V E C s ,  h a v e  s h o w n  t h a t  l o w  d o s e s  o f  H 2 0 2  c a n  
i n d u c e  e x p r e s s i o n  o f  t h i o r e d o x i n - 1  ( T r x - 1 ) .  
T m - 1  n o t  o n l y  a c t s  a s  a  R O S  
s c a v e n g e r  b u t  a l s o  b i n d s  a n d  i n h i b i t s  t h e  a c t i o n s  o f  a p o p t o s i s  s i g n a l i n g  k i n a s e - 1  
( A S K - 1 )  ( H a e n d e l e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e s e  s t u d i e s ,  w h e n  c o n s i d e r e d  c o l l e c t i v e l y ,  
n o t  o n l y  i n d i c a t e  a n  i m p o r t a n t  r o l e  f o r  s u b - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S  i n  a  n u m b e r  o f  
p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  p r o c e s s e s  b u t  h i g h l i g h t  t h e  n e e d  f o r  f u r t h e r  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p r e c i s e  i n t e r a c t i o n s  t h a t  m e d i a t e  t h o s e  p r o c e s s e s .  
1 . 7 . 2  S o u r c e s  o f  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s  i n  t h e  V a s c u l a t u r e  
T h e r e  a r e  s e v e r a l  m e c h a n i s m s  t h a t  c a n  i n d u c e  a n d  r e g u l a t e  t h e  o x i d a t i v e  
s t a t e  o f  t h e  c e l l .  T h e s e  m e c h a n i s m s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  a c t i v e  i n  n o r m a l  
p h y s i o l o g i c a l  r o l e s  a s  w e l l  a s  i n  p a t h o g e n i c  p r o c e s s e s .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  
p o t e n t i a l  s o u r c e s  o f  R O S  i d e n t i f i e d  i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  w i t h  d i f f e r i n g  
s e n s i t i v i t i e s  t o  s t i m u l i  a n d  d i f f e r i n g  l e v e l s  o f  p r o d u c t i v i t y .  
S o u r c e s  o f  R O S  i n c l u d e  t h e  m i t o c h o n d r i a l  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n ,  
x a n t h i n e  o x i d a s e ,  c y t o c h r o m e  e n z y m e s ,  u n c o u p l e d  N O  s y n t h a s e s  a n d  
N A D ( P ) H  o x i d a s e .  
T h e  m i t o c h o n d r i a l  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  c a n  b e  a  s i g n i f i c a n t  s o u r c e  o f  
R O S .  I n d e e d ,  i n c r e a s e d  m i t o c h o n d r i a l  R O S  g e n e r a t i o n  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  
d i a b e t i c  v a s c u l o p a t h y  a n d  i n  i s c h a e m i a l r e p e r f u s i o n .  T h e  m i t o c h o n d r i a  i t s e l f  i s  
q u i t e  s u s c e p t i b l e  t o  o x i d a t i v e  d a m a g e  w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  y e t  f u r t h e r  R O S  
p r o d u c t i o n  ( D u c h e n  2 0 0 4 ) .  E n z y m e s  o f  t h e  i n n e r  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  s p a c e  u s e  
t h e  e l e c t r o n  t r a n s f e r  c h a i n  t o  g e n e r a t e  a  p r o t o n  g r a d i e n t  t h a t  i s  u s e d  b y  A T P  
s y n t h a s e s  t o  p h o s p h o r y l a t e  A D P  t o  y i e l d  A T P .  H o w e v e r ,  u n d e r  n o r m a l  
c o n d i t i o n s ,  u p  t o  2 %  o f  t h e  e l e c t r o n s  i n v o l v e d  m a y  " l e a k "  f r o m  t h e  c h a i n  a n d  
r e a c t  w i t h  m o l e c u l a r  o x y g e n  t o  p r o d u c e  O F '  a n d  H 2 0 2 .  T h e s e  m i t o c h o n d r i a l -  
d e r i v e d  R O S  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  h y p o x i a  a n d  
d i a b e t e s ,  v i a  i n t e r l e u k i n - 6  r e l e a s e  a n d  P K C  a c t i v a t i o n  r e s p e c t i v e l y  ( S h u l z  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  
X a n t h i n e  o x i d a s e  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  a  R O S  p r o d u c e r .  
I t  i s  
e x p r e s s e d  o n  t h e  l u m i n a l  s u r f a c e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  i n  m a n y  o r g a n s  a n d  s e r v e s  
t o  c a t a l y s e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  h y p o x a n t h i n e  i n t o  u r a t e  i n  a  p r o c e s s  t h a t  g e n e r a t e s  
O F '  a n d  H 2 0 2 .  T h e  e n z y m e s  i s  n o r m a l l y  p r e s e n t  a s  x a n t h i n e  d e h y d r o g e n a s e ,  
w h i c h  d o e s  n o t  g e n e r a t e  0 2 - * ,  b u t  i s  c o n v e r t e d  i n t o  x a n t h i n e  o x i d a s e  e i t h e r  
t h r o u g h  o x i d a t i o n  o r  b y  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  a  s e g m e n t  o f  x a n t h i n e  
d e h y d r o g e n a s e ,  i n  a  r e v e r s i b l e  a n d  i r r e v e r s i b l e  m a n n e r ,  r e s p e c t i v e l y  ( R a y  a n d  
S h a h  2 0 0 5 ) .  
e N O S  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  c o n t r i b u t o r  o f  R O S  t o  t h e  o x i d a t i v e  
s t a t e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m .  N O  s y n t h a s e s  n o r m a l l y  g e n e r a t e  N O ,  b u t  c a n  b e c o m e  
" u n c o u p l e d " ,  u s u a l l y  i n  a  d e f i c i e n c y  o f  t h e  e s s e n t i a l  c o f a c t o r  H 4 B  
( t e t r a h y d r o b i o p t e r i n ) .  T h e  " u n c o u p l i n g "  c a u s e s  N O S  t o  c a r r y  o u t  t h e  r e d u c t i o n  
o f  m o l e c u l a r  o x y g e n ,  i n s t e a d  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  N O .  R O S  g e n e r a t i o n  b y  
u n c o u p l e d  e N O S  i s  r e p o r t e d l y  i n v o l v e d  i n  t h e  p a t h o p h y s i o l o g y  o f  d i a b e t i c  
v a s c u l o p a t h y ,  a t h e r o s c l e r o s i s ,  h y p e r t e n s i o n  a n d  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a .  
O f  i n t e r e s t ,  H 4 B  i s  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  o x i d a t i v e  d e g r a d a t i o n  b y  0;' o r  
O N O O - ' ;  t h u s ,  i n i t i a l  d e g r a d a t i o n  o f  H 4 B  b y  R O S  d e r i v e d  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  c a n  
i n d u c e  N O S  u n c o u p l i n g  a n d  f u r t h e r  a d d  t o  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  ( L a n d m e s s e r  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ) .  I n  e x p e r i m e n t a l  h y p e r t e n s i o n ,  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n i t i a l  R O S  
g e n e r a t i o n  b y  N A D ( P ) H  o x i d a s e  l e a d s  t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  f u r t h e r  R O S  p r o d u c t i o n  
f r o m  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s o u r c e s .  
1 . 7 . 2 . 1  N A D ( P ) H  O x i d a s e  
C o n s i d e r a b l e  w o r k  h a s  f o c u s e d  o n  t h e  N A D ( P ) H  o x i d a s e  d e p e n d e n t  
r e l e a s e  o f  O F ' .  O r i g i n a l l y ,  N A D ( P ) H  o x i d a s e s  w e r e  d e s c r i b e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  
b y  t h e i r  r o l e  i n  p h a g o c y t i c  i m m u n e  c e l l s .  N e u t r o p h i l s  a n d  o t h e r  p h a g o c y t i c  c e l l s  
p r o d u c e  R O S  d u r i n g  p h a g o c y t o s i s  t h r o u g h  a c t i v a t i o n  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  t h i s  
i s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  r e s p i r a t o r y  b u r s t .  T h i s  b u r s t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  0 2 - '  a n d  H 2 0 2  
p r o d u c t i o n ,  w i t h  t h e s e  o x y g e n - d e r i v e d  s p e c i e s  p l a y i n g  a  m a j o r  r o l e  i n  t h e  
b a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  n e u t r o p h i l s  ( B a b i o r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
T h e  p h a g o c y t i c  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i s  a  m u l t i - c o m p o n e n t  e n z y m e ,  
c o n s i s t i n g  o f  t w o  m a i n  s t r u c t u r e s ,  c y t o s o l i c  a n d  m e m b r a n o u s .  
T h e  c y t o s o l i c  
c o m p o n e n t  i s  c o m p o s e d  o f  p 4 0 p h 0 x ,  p 4 7 p h 0 x ,  p 6 7 p h 0 x  a n d  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n  
R a c l ,  w i t h  " p h o x "  i n d i c a t i n g  i t s  i n i t i a l  i d e n t i f i c a t i o n  a s  p h a g o c y t e  o x i d a s e .  
T h e  m e m b r a n e  c o m p l e x  i s  m a d e  u p  o f  g p 9 l p h o X  a n d  p 2 2 P h 0 X ,  a n d  t e r m e d  
c y t o c h r o m e  b s s s ,  w i t h  g p 9 l P h o X  a s  t h e  m a j o r  c a t a l y t i c  s u b u n i t  ( P a r k o s  e t  a l . ,  
1 9 8 7 ) .  U p o n  a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e ,  t h e  G D P  o n  t h e  G - p r o t e i n  R a c l  i s  
e x c h a n g e d  f o r  G T P  a n d  p 4 7 P 1 ' 0 x  i s  P K C  p h o s p h o r y l a t e d .  T h e s e  t w o  e v e n t s  
t r i g g e r  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  c y t o s o l i c  c o m p o n e n t s  w h i c h  f a c i l i t a t e s  
a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  c y t o c h r o m e  b s s s .  
O n c e  a l l  c o m p o n e n t s  
h a v e  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  m e m b r a n e  t h e  a c t i v e  c o m p l e x  i s  f o r m e d .  N A D ( P ) H ,  t h e  
r e d u c e d  s u b s t r a t e  o f  t h e  e n z y m e ,  b i n d s  t o  g p 9 l p h o X  s u b u n i t ,  w i t h  a  s u b s e q u e n t  
t r a n s f e r  o f  t w o  e l e c t r o n s  t o  t w o  m o l e c u l e s  o f  o x y g e n  t o  p r o d u c e  t w o  0 2 - '  r a d i c a l s  
( s e e  F i g  1 . 1 0 ) .  
c y t o c h r o m e  b 5 5 8  
r  
K I  4 h : 2 . ,  , ! , I  >  , .  
- -  
-  
Y  
I \ I A D ( P ) H  ,  N A D ( R +  +  H +  
F i g  1 . 1 0  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  a c t i v e  N A D ( P ) H  o x i d a s e  c o m p l e x  
7  0  
R e c e n t l y  i t  h a s  b e c o m e  e v i d e n t  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m a j o r  p h o x  
s u b u n i t s  i s  n o t  r e s t r i c t e d  t o  p h a g o c y t i c  c e l l s ,  w i t h  m a n y  v a s c u l a r  c e l l  t y p e s  a l s o  
e x h i b i t i n g  s i m i l a r  o x i d a s e s .  T h e  p 2 2 P h 0 x ,  p 6 7 P 1 1 0 X  a n d  p 4 7 p h 0 x  c o m p o n e n t s  w e r e  
f o u n d  t o  b e  u b i q u i t o u s l y  e x p r e s s e d  i n  t h e  m a j o r  c e l l  t y p e s  o f  t h e  v a s c u l a t u r e .  I n  
c o n t r a s t ,  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t ,  g p 9 l P h o X ,  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  d i f f e r e n t i a l l y  
e x p r e s s e d  a s  s l i g h t l y  d i s s i m i l a r  i s o f o r m s  i n  d i f f e r i n g  c e l l  t y p e s  o f  t h e  v a s c u l a t u r e .  
T h e  f a m i l y  o f  i s o f o r m s  o f  g p 9 l P h o X ,  c a r r y  o u t  t h e  s a m e  f u n c t i o n ,  i n  t h a t  t h e y  
c a t a l y s e  t h e  t r a n s f e r  o f  e l e c t r o n s  t o  m o l e c u l a r  o x y g e n  a n d  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  
N o x l - 5 .  E C s  e x p r e s s  N o x 4  a n d  N o x 2  p r e d o m i n a n t l y  w h i l s t ,  S M C s  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  e x p r e s s  N o x 4  w i t h  n e g l i g i b l e  l e v e l s  o f  N o x 2  p r e s e n t  ( S c h u l z  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  
1 . 7 . 3  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s  a n d  S h e a r  S t r e s s  
A m o n g  t h e  m a n y  s t i m u l i  t h a t  r e g u l a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  R O S  i n  t h e  
v a s c u l a t u r e ,  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  h i g h l i g h t e d  a  r o l e  f o r  h e m o d y n a m i c  f o r c e s .  
C y c l i c  s t r a i n  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  r e g u l a t e  o x i d a t i v e  s t a t e  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  i n  
a n  N A D ( P ) H  o x i d a s e - d e p e n d e n t  m a n n e r ,  w i t h  d o w n s t r e a m  i m p l i c a t i o n s  f o r  P T K  
p a t h w a y s  ( C h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  M o r e o v e r ,  s h e a r  s t r e s s  h a s  c o m e  r e c e n t l y  t o  t h e  
f o r e  a s  a  m a j o r  r e g u l a t o r  o f  R O S  p r o d u c t i o n  i n  t h e  e n d o t h e l i u m .  A s  d i s c u s s e d  i n  
s e c t i o n  1 . 3 . 2 ,  t h e  t r a c t i v e  f o r c e  e x e r t e d  b y  b l o o d  f l o w  o n  t h e  e n d o t h e l i u m  c a u s e s  
a  n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  c e l l .  O f  t h e s e  c h a n g e s  R O S  p r o d u c t i o n  
p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  n o t  o n l y  d o e s  t h e  l e v e l s  
o f  s h e a r  s t r e s s  e x p e r i e n c e d  b y  t h e  e n d o t h e l i u m ,  b u t  a l s o  t h e  d u r a t i o n  a n d  f o r m  o f  
f l o w ,  i n f l u e n c e  t h e  i n i t i a t i o n  a n d  p r o g r e s s i o n  o f  R O S  p r o d u c t i o n .  
I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  o s c i l l a t o r y  f o r m s  o f  f l o w ,  d e s c r i b e d  a s  a  b a c k  a n d  
f o r t h  m o t i o n  o f  t h e  f l u i d ,  f o u n d  p r i n c i p a l l y  i n  t h e  l e s i o n - p r o n e  a r e a s  o f  v e s s e l  
b i f u r c a t i o n ,  c a u s e  a  l a s t i n g  i n c r e a s e  i n  o x i d a t i v e  s t a t e ,  a n d  h e n c e  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
i n c r e a s i n g  o x i d a t i v e  s t r e s s  o f  t h e  c e l l s  o f  t h a t  a r e a  a n d  c a n  l e a d  t o  p a t h o g e n e s i s  
( H w a n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  C o n t i n u o u s  o r  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
m o d u l a t e  o x i d a t i v e  s t a t e ,  a l b e i t  i n  a  d i f f e r e n t  m a n n e r  t h a n  t h a t  o f  o s c i l l a t o r y  
s h e a r .  L a m i n a r  s h e a r ,  a s  e x p e r i e n c e d  b y  l o n g  v e s s e l s  w i t h o u t  b i f u r c a t i o n s ,  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  a c t  a s  a n  a t h e r o - p r o t e c t i v e  f o r c e  w h i c h  m a i n t a i n s  v e s s e l  t o n e  a n d  
h o m e o s t a s i s .  O n e  o f  t h e  m e c h a n i s m s  t h r o u g h  w h i c h  l a m i n a r  s h e a r  d o e s  t h i s  i s  
t h r o u g h  t i g h t  c o n t r o l  o n  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m .  
I t  h a s  b e e n  
e v i d e n c e d  t h a t  l a m i n a r  s h e a r  p r o d u c e s  a  t r a n s i e n t ,  b u t  d i s t i n c t ,  i n c r e a s e  i n  R O S  
p r o d u c t i o n ,  i n  a n  N A D ( P ) H  o x i d a s e - d e p e n d e n t  m a n n e r  ( D e  K e u l e n a e r  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  T h r o u g h  t h i s  s h a r p  r i s e  a n d  f a l l  o f  R O S ,  t h e  e n d o t h e l i u m  m a y  c o n t r o l  a  
n u m b e r  o f  s h e a r - s e n s i t i v e  s i g n a l i n g  p a t h w a y s ,  a s  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 7 . 1 .  
I n d e e d  a  n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  v a s o a c t i v e  p e p t i d e s  a n d  p e p t i d a s e s  h a v e  s h o w n  
s e n s i t i v i t y  t o  o x i d a t i v e  s t a t e ,  n a m e l y  E C E ,  E T - 1  a n d  C N P .  
1 . 7 . 4  R e a c t i v e  O x y g e n  S p e c i e s  a n d  S h e a r  S t r e s s  R e g u l a t i o n  o f  T L Z M  
E x p r e s s i o n  
W i t h  r e c e n t  s t u d i e s  f o c u s i n g  o n  t h e  m e c h a n i s m s  t h a t  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  
o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s ,  n a m e l y  s h e a r  s t r e s s ,  a  r o l e  f o r  R O S  h a s  b e e n  
i m p l i c a t e d .  A s  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 7 . 2 ,  R O S  h a s  b e e n  s h o w n  t o  m o d u l a t e  
e x p r e s s i o n  o f  a  n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  v a s o a c t i v e  m o l e c u l e s ,  n a m e l y  M C P - 1 ,  
P K C ,  A P -  1 ,  N F K B  a n d  T r x -  1 .  
I n  t h i s  r e g a r d ,  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  e x p l o r e  t h e  r o l e s  o f  R O S  a n d  
s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  p e p t i d e s  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  p e p t i d a s e s  t h a t  
r e g u l a t e  v e s s e l  t o n e ,  s p e c i f i c a l l y  A C E ,  E C E ,  E T - 1  a n d  C N P .  
E C E ,  t h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  t h e  p o t e n t  v a s o c o n s t r i c t o r  
E T - 1 ,  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  r e g u l a t i o n  b y  s h e a r  s t r e s s  a n d  o x i d a t i v e  
s t a t e .  A  s t u d y  c a r r i e d  o u t  i n  2 0 0 3  b y  M a s a t s u g u  e t  a l ,  c l e a r l y  i n d i c a t e d  t h e  r o l e  
p l a y e d  b y  s h e a r - i n d u c e d  R O S  i n  t h e  a t t e n u a t i o n  o f  E C E  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  
e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  a t  b o t h  a  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  t r a n s l a t i o n a l  l e v e l  ( M a s a t s u g u  e t  
a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h e s e  w o r k e r s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  a  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  
E C E  a n d  E T - 1  m R N A  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  4 0 - 7 0 % ,  a  t r e n d  t h a t  w a s  
m i m i c k e d  b y  H 2 0 2  i n c u b a t i o n  a n d  c o u l d  b e  b l o c k e d  b y  t h e  b r o a d - s p e c t r u m  
a n t i o x i d a n t ,  N A C .  T h e y  a l s o  c o n f i r m e d  a  s h e a r - i n d u c e d  R O S  b u r s t  a s  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  s t u d i e s .  
1 . 8  T h e s i s  O v e r v i e w  
T h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r s  e x a m i n e s  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e  o f  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  a n d  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  
c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  m e t a l l o p e p t i d a s e s ,  A C E ,  E C E ,  N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  
i n  c u l t u r e d  B A E C s .  I t  d e t a i l s  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  s h e a r  s t r e s s ,  o x i d a t i v e  s t a t e  a n d  
t h e  p o s s i b l e  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i n v o l v e d .  T h r o u g h  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e s e  
p a t h w a y s  w e  h o p e d  t o  i d e n t i f y  a d d i t i o n a l  t a r g e t s  f o r  f u t u r e  t h e r a p e u t i c  t r e a t m e n t s  
o f  a  n u m b e r  o f  d i s e a s e  s t a t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  C V D .  T h e  d a t a  h a s  b e e n  d i v i d e d  
i n t o  t h r e e  m a i n  c h a p t e r s .  
C h a p t e r  3 :  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  s h e a r  s t r e s s  i n  r e g u l a t i n g  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s ,  A C E ,  E C E ,  N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  
E P 2 4 . 1 6  i n  B A E C s .  
C h a p t e r  4 :  E x a m i n a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  R O S  p r o d u c t i o n  i n  
B A E C s  a n d  s u b s e q u e n t  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a r t i f i c i a l l y - i n d u c e d  
o x i d a t i v e  s t a t e s  o n  T L Z M  m R N A  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  a n t i o x i d a n t s  
o n  s h e a r - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  B A E C s .  
C h a p t e r  5 :  E x a m i n a t i o n  o f  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  i n v o l v e d  i n  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  R O S  p r o d u c t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  i n  B A E C s .  
C h a p t e r  2  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
A G B  S c i e n t i f i c  ( D u b l i n ,  I r e l a n d )  
W h a m a n n  C h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  
A l p h a  D i a m o s t i c  I n t e r n a t i o n a l  ( T e x a s ,  U S A )  
A n t i - N E P  m o n o c l a n a l  a n t i b o d y  
A m e r s h a m  P h a l m a c i a  B i o t e c h  { B u c k i n g h a m s h i r e ,  U K ]  
A n t i - m o u s e  2 '  a n t i b o d y ,  M W - c o n j u g a t e d  
A n t i - r a b b i t  2' a n t i b o d y ,  H R P - c o n j u g a t e d  
A n t i - r a t  2' a n t i b o d y ,  H R P - c o n j u g a t e d  
E C L  H y b o n d  n i ~ o c e l l u l a s e  m e m b r a n e  
E C L  H y p e r f i l m  
R a i n b o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ,  b r o a d  r a n g e  ( 6 - 1  7 5 k D a )  
B a c h e m  U K  L t d .  ( S t .  H e l e n s ,  U K )  
L i n e a r  R G D  p e p t i d e  
C y c l i c  R G D  p e p t i d e  
B i o  S c i e n c e s  L t d  ( D u n  L a o & a i r e ,  I r e l a n d )  
D h E M  
d N T P  ' s  
D E P C - t r e a t e d  w a t e r  
~ l i z o l ~  r e a g e n t  
C a l b i o c h e m  ( S a n  D i e g o ,  C A )  
A p o c y n i n  
G e n i s t e i n  
N S C 2 3 7 6 6  R a c l  I n h i b i t o r  
P e r t u s s i s  t o x i n  
C )  
e N O S  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
A n t i - A C E  a n t i b o d y  
C o r r i e l l  C e l l  R e p o s i t o r y  N J ,  U S A )  
B o v i n e  A o r t i c  E n d o t h e l i a l  C e l l s  ( B A E C s )  
D a k o  C y t o m a t i o n  ( U K ' )  
D a k o  m o u n t i n g  m e d i a  
L i p o  f e c t a m i n e  
L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0  
S c i e n t i f i c  I r n a a i n g  S y s t e m s  ( E a s t m a n  K o d a k  G r o u p .  R o c l ~ e s t e r ,  N Y ' )  
K o d a k  1 D  i m a g e  a n a l y s i s  s o f t w a r e  
M o l e c u l a r  p r o b e s  ( O r e g o n ,  U S A )  
A l e x a - c o n j u g a t e d  a n t i - r a b b i t  I g G  
A l e x a - c o n j u g a t e d  a n t i - r a t  I g G  
A l e x a - c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  I g G  
A l e x a - P h a l l o i d i n  5 6 8  
M W G  B i o t e c h  M l t o n  K e v n e s .  U K )  
A C E  p r i m e r  s e t  
E C E  p r i m e r  s e t  
e N O S  p r i m e r  s e t  
G A P D H  p r i m e r  s e t  
N E P  p r i m e r  s e t  
N e u r o l y s i n  ( E P 2 4 . 1 6 )  p r i m e r  s e t  
T H O P  ( E P 2 4 . 1 5 )  p r i m e r  s e t  
P A L L  C o r p o r a t i o n  ( D u n  L a o n h a i r e ,  I r e l a n d )  
B i o t r a c e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  
P i e r c e  C h e m i c a l s  ( C h e s h i r e .  U K ]  
B C A  p r o t e i n  a s s a y  k i t  
S u p e r s i g n a l  W e s t  P i c o  c h e m i l u m e s c e n t  s u b s t r a t e  
P l a s m i d s  
P - A R K - c t  w a s  t h e  g e n e r o u s  g i f t  o f  D r ,  J o h n  C u l l e n  ( U n i v e r s i t y  o f  R o c h e s t e r  
M e d i c a l  C e n - t r e ,  R o ~ h e s t e r  N Y )  
P r o m e g a  ( M a d i s o n .  W I )  
T a q  D N A  P o l y m e r a s e  
M L V - R T  
R N a s e  H  
O l i g o  d T  
S a r s t e d t  ( D r i n a g h ,  W e x f o r d ,  I r e l a n d )  
T 2 5  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  
T 7 5  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  
T I 7 5  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  
6 - w e l l  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e s  
2,5,10 and 25ml serological pipettes 
2-mercaptoethanoh 
Acetic Acid 
Acetone 
Agarose 
Ammonium Petsulphate 
Angiotensin I1 
Apocynin 
Bisacrylamide 
Bovine Serum Albumin 
Brightline Haemocytometer 
Bromophenol blue 
Chlomfom 
CataEase 
Dapi Nuclear Stain 
EDTA 
EGTA 
Ethidium Bl~rnide 
Filbmnectin 
Ferricytochromt C 
Foetal Calf Serum 
B o v i n e  G e l a t i n  
G l y c e r o l  
G l y c i n e  
H a n k s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  
H y d r o c h l o r i c  a c i d  
H y d r o g e n  P e r o x i d e  
I s o p r o p a n o l  
L e u p e p t i n  
M e t h a n o l  
N - A c e t y l  C y s t e i n e  
P e n i c i l l i n - S t r e p t o m y c i n  ( 1  0 0 x )  
P o n c e a u  S  
P o t a s s i u m  C h l o r i d e  
P o t a s s i u m  I o d i d e  
P o t a s s i u m  P h o s p h a t e  p i b a s i c )  
P h o s p h a t a s e  I n h i b i t o r  C o c l c t a i l  
R P M I -  1  6 4 0  
S o d i u m  C h l o r i d e  
S o d i u m  H y d r o x i d e  
S o d i u m  O r t h o v a n a d a t e  
S o d i u m  P h o s p h a t e  
S o d i u m  P y r o p h o s p h a t e  
S D S  
S u p e r o x i d e  D i s m u t a s e  
S y b e r  G m e n  J u m p s t a r t  T a q - r e a d y  P C R  M i x  
T E M E D  
T r i s  A c e t a t e  
T r i s  B a s e  
T r i s  C1 
T r i t o n  X -  1 0 0  
T r y p s i n - E D T A  s o l u t i o n  ( 1  O x )  
T w e e n  2 0  
U p s t a t e  C e l l  S i g n a l i n g  S o l u t i o n s  ( C h i c a g o ,  U S A )  
A n t i - T H O P  a n t i b o d y  
Z v m e d  L a b o r a t o r i e s  h c  ( C a l i f o r n i a .  U S  A )  
A n t i - E C E  a n t i b o d y  
2 . 2  C e l l  C u l t u r e  M e t h o d s  
A l l  c e l l  c u l t u r i n g  t e c h n i q u e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  c l e a n  a n d  s t e r i l e  
e n v i r o n m e n t  u s i n g  a  B i o  A i r  2 0 0 0  M A C  l a m i n a r  f l o w  c a b i n e t .  C e l l s  w e r e  v i s u a l i z e d  
u s i n g  a n  O l y m p u s  C K 3 0  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  
2 . 2 . 1  C u l t u r e  o f  b o v i n e  a o r t i c  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( B A E C s )  
D i f f e r e n t i a t e d  B A E C s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C o r i e l l  C e l l  R e p o s i t o r y ,  N e w  
J e r s e y ,  U S A .  ( C A T  N O :  A G 0 8 5 0 0 ) :  T h e  c e l l s  a r e  d e r i v e d  f r o m  a  o n e - y e a r - o l d  m a l e  
H e r e f o r d  b u l l .  T h e  t h o r a c i c  a o r t a  w a s  r e m o v e d  i m m e d i a t e l y  p o s t - m o r t e m  o n  
1 0 1 2 2 1 8 5 .  C e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  R P M I - 1 6 4 0  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 %  v l v  f e t a l  
b o v i n e  s e r u m  ( F B S ) ,  1 0 0  U l m l  p e n i c i l l i n  a n d  1 0 0  p g l m l  s t r e p t o m y c i n .  
C e l l s  w e r e  
c u l t u r e d  i n  T I 7 5  c m 2 ,  T 7 5  c m 2 ,  T 2 5  c m 2  a n d  6  w e l l  p l a t e s .  C e l l s  b e t w e e n  p a s s a g e  8  
-  1 4  w e r e  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  
B A E C s  p o s s e s s  a  d i s t i n c t  c o b b l e s t o n e  m o r p h o l o g y  w h e n  g r o w n  t o  
c o n f l u e n c e .  T h e y  f o r m  a  c o n t a c t - i n h i b i t e d  m o n o l a y e r  o f  s t r o n g l y  a d h e r e n t  c e l l s .  A s  
s u c h  t r y p s i n i s a t i o n  w a s  n e c e s s a r y  f o r  s u b - c u l t u r i n g  o r  h a r v e s t i n g  o f  c e l l s .  
F o r  
t r y p s i n i s a t i o n ,  g r o w t h  m e d i a  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  f l a s k  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  g e n t l y  
w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  H a n k s  B u f f e r e d  S a l i n e  S o l u t i o n  ( H B S S )  t o  r e m o v e  a -  
m a c r o g l o b u l i n ,  a  t r y p s i n  i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  F B S .  
A  s u i t a b l e  v o l u m e  o f  t r y p s i n l e t h y l e n e d i a m i n e  t e t r a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  ( 1 0 %  
V / V  t r y p s i n  E D T A  i n  H B S S )  w a s  a d d e d  t o  t h e  f l a s k  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3  m i n  o r  u n t i l  
t h e  c e l l s  b e g a n  t o  d e t a c h  f r o m  t h e  f l a s k  s u r f a c e .  T r y p s i n  w a s  i n a c t i v a t e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  F B S  c o n t a i n i n g - g r o w t h  m e d i u m  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  
s u s p e n s i o n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 5 0 0  r p m  f o r  5  r n i n .  C e l l s  w e r e  t h e n  r e - s u s p e n d e d  
i n  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  t y p i c a l l y  d i l u t e d  1 : 5  i n t o  c u l t u r e  f l a s k s ,  o r  c r y o g e n i c a l l y  
p r e s e r v e d .  C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  o f  5 %  v l v  C O z  a t  3 7 O C .  
2 . 2 . 2  C r y o g e n i c  p r e s e r v a t i o n  a n d  r e c o v e r y  o f  c e l l s  
F o r  l o n g - t e r m  s t o r a g e  o f  c e l l s ,  B A E C s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  i n  
a  c r y o f r e e z e r  u n i t .  C e l l s  t o  b e  s t o r e d  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o l l o w i n g  t r y p s i n i s a t i o n  a n d  
t h e  r e s u l t a n t  p e l l e t  w a s  r e - s u s p e n d e d  i n  2 0 %  v l v  F B S  c o n t a i n i n g  d i m e t y l s u l p h o x i d e  
( D M S O )  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 %  v l v .  l m l  a l i q u o t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s t e r i l e  
c r y o v i a l s  a n d  f r o z e n  i n  a  - 8 0 ° C  f r e e z e r  a t  a  r a t e  o f  - l ° C / m i n u t e  u s i n g  a  N a l g e n e  
c r y o - f r e e z i n g  c o n t a i n e r .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  f r e e z i n g  a t  - 8 0 ° C ,  t h e  c r y o v i a l s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  a  c y r o f r e e z e  u n i t  ( T h e r m o y l e n  L o c a t o r  J r .  C r y o s t o r a g e  S y s t e m ) .  C e l l s  
w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  l o n g - t e r m  s t o r a g e  b y  r a p i d  t h a w i n g  a t  37OC a n d  r e - s u s p e n s i o n  
i n  5  m l  o f  g r o w t h  m e d i u m  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 5 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  T h e  
r e s u l t a n t  c e l l  p e l l e t  w a s  c a r e f u l l y  r e - s u s p e n d e d  i n  f r e s h  m e d i u m  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  
c u l t u r e  f l a s k .  T h e  f o l l o w i n g  d a y ,  m e d i a  w a s  r e m o v e d  a n d  c e l l s  w e r e  w a s h e d  i n  
H B S S  a n d  f r e s h  c u l t u r e  m e d i a  a d d e d .  
2 . 2 . 3  C e l l  c o u n t i n g  
C e l l s  c o u n t i n g  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  S i g m a  b r i g h t l i n e  h a e m o c y t o m e t e r  
s l i d e .  T r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  d y e  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  c e l l  v i a b i l i t y .  2 0  
p 1  o f  t r y p a n  b l u e  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  p 1  o f  c e l l  s u s p e n s i o n ,  t h e  m i x t u r e  w a s  l e f t  t o  
i n c u b a t e  f o r  2  m i n .  2 0  p 1  o f  t h i s  m i x t u r e  w a s  l o a d e d  t o  t h e  c o u n t i n g  c h a m b e r  o f  t h e  
h a e m o c y t o m e t e r  a n d  c e l l s  v i s u a l i z e d  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y .  V i a b l e  c e l l s  e x c l u d e d  t h e  
d y e  w h i l e  d e a d  c e l l s  s t a i n e d  b l u e .  T h e  n u m b e r  o f  c e l l s  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  
f o l l o w i n g  e q u a t i o n :  
A v e r a g e  C e l l  N o .  x  D i l u t i o n  F a c t o r  x  1 x 1  o 4  ( a r e a  u n d e r  c o v e r  s l i p  
m m 3 )  =  V i a b l e  c e l l s / m l  
2 . 2 . 4  A p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  
F o r  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  s t u d i e s ,  B A E C s  w e r e  s e e d e d  o n t o  c e l l  c u l t u r e  g r a d e  
6 - w e l l  p l a t e s  a n d  a l l o w e d  t o  a d h e r e  f o r  2 4  h  a n d  g r o w n  t o  9 0 %  c o n f l u e n c y .  
F o l l o w i n g  t h i s ,  m e d i a  w a s  r e m o v e d  a n d  r e p l a c e d  w i t h  4  m l  f r e s h  c u l t u r e  m e d i a  
b e f o r e  e x p o s u r e  t o  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s .  P l a t e s  w e r e  t h e n  f i n n l y  f i x e d  t o  t h e  r o t a t i n g  
p l a t f o r m  o f  a n  o r b i t a l  s h a k e r  ( S t u a r t  S c i e n t i f i c  M i n i  O r b i t a l  S h a k e r  S 0 5 )  u s i n g  
a u t o c l a v e  t a p e .  T h e  e x a c t  m e a s u r e m e n t  o f  a p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  w a s  n o t  t a k e n  b u t  
c o u l d  b e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  w h i c h  r e l a t e s  f l u i d  v i s c o s i t y  a n d  
r o t a t i o n  t o  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  d y n e s / c m 2 .  
A  s u i t a b l e  R P M  t o  p r o d u c e  a n  e s t i m a t e d  s h e a r  s t r e s s  o f  1 0  d y n e s / c m 2  w a s  
d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  e q u a t i o n  ( H e n d r i c k s o n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) :  
S h e a r  S t r e s s  =  m p n ( 2 a 3  
W h e r e  
a  =  r a d i u s  o f  r o t a t i o n  i n  c m  
p  =  d e n s i t y  o f  l i q u i d  i n  g / l  
n  =  l i q u i d  v i s c o s i t y  7 . 5  X  1 0 "  d y n e s / c m 2  @  3 7 ° C  
f  =  r o t a t i o n  p e r  s e c o n d  
C o n t r o l  p l a t e s  c o n t a i n i n g  u n - s h e a r e d  " s t a t i c "  e n d o t h e l i a l  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  
i n  t h e  s a m e  i n c u b a t o r  b u t  o n  a  d i f f e r i n g  s h e l f  t o  a v o i d  v i b r a t i o n s  c a u s e d  b y  t h e  
o r b i t a l  s h a k e r .  S t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  f o r  d i f f e r i n g  p e r i o d s  o f  t i m e  ( O - x h ,  0  -  
1 0 d y n e s / c m 2 ) .  F o l l o w i n g  s h e a r i n g ,  t h e  m e d i a  w a s  r e m o v e d  a n d  s t o r e d  f o r  a n a l y s i s ,  
a n d  c e l l s  e i t h e r ;  ( i )  h a r v e s t e d  f o r  R e a l - T i m e  P C R  m e a s u r e m e n t  o f  m R N A  e x p r e s s i o n  
l e v e l s ;  ( i i )  h a r v e s t e d  f o r  W e s t e r n  b l o t t i n g  t o  d e t e r m i n e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s ;  ( i i i )  
o r  f i x e d  i n  s i t u  f o r  i m r n u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  
l o c a l i z a t i o n .  C e l l s  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  f o r  i n t r a -  a n d  e x t r a - c e l l u l a r  R O S  p r o d u c t i o n  
u n d e r  t h e  a b o v e  s h e a r e d  a n d  u n - s h e a r e d  c o n d i t i o n s  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . 5 ) .  
2 . 2 . 5  M e a s u r e m e n t  o f  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  
C e l l s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n  i n  r e s p o n s e  t o  
s h e a r  s t r e s s ,  a  p o t e n t ,  i f  s h o r t - l i v e d  s i g n a l i n g  m o l e c u l e  a n d  t h e  p r e c u r s o r  t o  m o s t  
r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  ( R O S )  f o u n d  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l .  
E x t r a c e l l u l a r  r e l e a s e  o f  s u p e r o x i d e  w a s  m e a s u r e d  b y  t h e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  
r e d u c t i o n  o f  f e r r i c y t o c h r o m e  C  t o  f e r r o c y t o c h r o m e  C  w i t h  t h e  r e a c t i o n  m o n i t o r e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  5 5 0 n m .  B r i e f l y ,  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  p h e n o l  r e d - f r e e  
W M I - 1 6 4 0 ,  s o  a s  t o  a v o i d  f a l s e  p o s i t i v e  r e a d i n g s .  U p o n  c o m m e n c e m e n t  o f  s h e a r ,  2  
m l  s a m p l e s  o f  t h e  m e d i a  w e r e  e x t r a c t e d  e v e r y  t e n  m i n u t e s  f o r  u p  t o  4  h .  
F e r r i c y t o c h r o m e  C  w a s  a d d e d  t o  e a c h  e x t r a c t e d  s a m p l e  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  6 5  
p M .  T h i s  w a s  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  5  m i n  t o  a l l o w  s u f f i c i e n t  t i m e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  f e r r o c y t o c h r o m e  C .  T h e  r e s u l t a n t  s o l u t i o n  w a s  r e a d  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  
5 5 0  n m .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  a  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  5 5 0  n m  a s  c o m p a r e d  t o  
t h a t  o f  s t a t i c  c o n t r o l  c e l l s .  
I n t r a c e l l u l a r  p r o d u c t i o n  o f  R O S  w a s  a s s e s s e d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  
d i h y d r o e t h i d i u m ,  a  f l u o r e s c e n t  d y e  w h i c h  i s  s u p e r o x i d e  a n i o n - s p e c i f i c .  T h i s  c e l l -  
p e r m e a b l e  d y e  p r o d u c e s  a  w e a k  b l u e - f l u o r e s c e n t  c y t o p l a s m  i n  i t s  r e d u c e d  s t a t e .  
U p o n  o x i d a t i o n  b y  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  t h e  s t r o n g  r e d l o r a n g e - f l u o r e s c e n t  e t h i d i u m  i s  
p r o d u c e d ,  w h i c h  p e r m a n e n t l y  b i n d s  t o  t h e  n u c l e u s .  
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  R O S  o v e r  t i m e  u s i n g  t h i s  m e t h o d ,  c e l l s  
w e r e  v i s u a l i z e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p y  ( O l y m p u s  B X 5 0 ) .  B r i e f l y ,  
c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  6 - w e l l  p l a t e s  u n t i l  c o n f l u e n t .  A t  t  =  0 ,  o n e  w e l l  f r o m  b o t h  t h e  
s t a t i c  a n d  s h e a r  p l a t e s  w a s  v i s u a l i z e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n .  M e d i a  
w a s  t h e n  r e m o v e d ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  1  X  P B S  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
1 0  p M  d i h y d r o e t h i d i u m  f o r  1 5  m i n .  C e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  a g a i n  a n d  i m m e d i a t e l y  
v i s u a l i z e d .  C e l l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  e x p o s e d  t o  s h e a r  a t  1 0  d y n e s / c m 2  w i t h  R O S  
v i s u a l i z a t i o n  a t  t = 1 , 2 , 3  a n d  4  h .  
A n  i n c r e a s e  i n  t h e  p r e v a l e n c e  o f  s t r o n g l y  
r e d l o r a n g e - f l u o r e s c e n t  n u c l e i  w a s  t a k e n  a s  a n  i n c r e a s e  i n  s u p e r o x i d e  a n i o n  
p r o d u c t i o n .  
2 . 2 . 6  I n d u c t i o n  o f  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  
I n  o r d e r  t o  e x a m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  R O S  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  
o f  T L Z M  e x p r e s s i o n ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  d i f f e r i n g  o x y g e n  s p e c i e s  w e r e  i n d u c e d  u n d e r  
s t a t i c  c o n d i t i o n s .  F o r  o x i d a t i v e  s t a t e  s t u d i e s ,  B A E C s  w e r e  c u l t u r e d  t o  a  m i n i m u m  o f  
8 0 %  c o n f l u e n c e .  I m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  i n d u c t i o n  o f  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e ,  c e l l s  w e r e  
g e n t l y  w a s h e d  o n c e  i n  H B S S  t o  r e m o v e  a n y  R O S  t h a t  m a y  h a v e  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  
m e d i a  d u r i n g  i n c u b a t i o n .  W o r k i n g  s o l u t i o n s  o f  R O S  i n d u c e r s  w e r e  m a d e  u p  i n  
c u l t u r e  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F B S  a n d  a n t i b i o t i c s .  
H y d r o g e n  p e r o x i d e  i s  a  r e a d i l y  a v a i l a b l e  a n d  h i g h l y  s t a b l e  s o u r c e  o f  R O S  
w i t h i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l .  I t  n o t  o n l y  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  o t h e r  l e s s  
s t a b l e  R O S Y  n a m e l y  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  b u t  i s  i t s e l f  c l a s s e d  a s  a  r e a c t i v e  o x y g e n  
m o l e c u l e .  I n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a  t r a n s i e n t  o x i d a t i v e  s t a t e  t o  m i m i c  t h e  " b u r s t "  o f  R O S  
p r o d u c t i o n  t y p i c a l l y  o b s e r v e d  u p o n  c o m m e n c e m e n t  o f  s h e a r ,  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  
w i t h  1 0  p M  H y d r o g e n  p e r o x i d e  f o r  2 4  h .  T h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e - i n d u c e d  s u b - t o x i c  
o x i d a t i v e  s t a t e  d i s s i p a t e s  w i t h i n  h o u r s  d u e  t o  a n t i o x i d a n t  d e f e n s e  m e c h a n i s m s  
e n d o g e n o u s  t o  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l  t h u s  a c c u r a t e l y  m i m i c k i n g  a n  o x i d a t i v e  b u r s t .  
F o l l o w i n g  R O S  i n d u c t i o n ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a f t e r  2 4  h  f o r  R e a l - T i m e  P C R  
m e a s u r e m e n t  o f  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
T o  s p e c i f i c a l l y  i n d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  c e l l s  w e r e  
i n c u b a t e d  w i t h  0 . 1  p M  A n g i o t e n s i n  I 1  ( A n g  1 1 ) .  A n g  I 1  i s  a  k n o w n  a c t i v a t o r  o f  
N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  a n  i m p o r t a n t  s o u r c e  o f  R O S  i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  v i a  t h e  A n g  I 1  
A T  1  r e c e p t o r .  I n  o r d e r  t o  a c c u r a t e l y  m i m i c  a n  o x i d a t i v e  b u r s t ,  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  
w i t h  A n g  I 1  f o r  8  h ,  a  s h o r t e r  i n c u b a t i o n  t i m e  w a s  r e q u i r e d  a s  A n g  I 1  i s  n o t  a s  r e a d i l y  
b r o k e n  d o w n  a s  i s  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  F o l l o w i n g  R O S  i n d u c t i o n ,  c e l l s  w e r e  
h a r v e s t e d  f o r  R e a l - T i m e  P C R  m e a s u r e m e n t  o f  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
2 . 2 . 7  T r e a t m e n t  w i t h  a n t i - o x i d a n t s  a n d  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  
P r i o r  t o  t r e a t m e n t  w i t h  a n t i - o x i d a n t s  o r  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s ,  c e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  f o r  a t  l e a s t  2  p a s s a g e s .  F o r  t h e s e  s t u d i e s ,  B A E C s  w e r e  g r o w n  u n t i l  
a p p r o x i m a t e l y  7 0 - 8 0 %  c o n f l u e n t ,  a f t e r  w h i c h  t h e  g r o w t h  m e d i a  w a s  r e m o v e d  a n d  
c e l l s  r i n s e d  3  t i m e s  i n  H B S S .  I n h i b i t o r s  a n d  a n t i - o x i d a n t s  w e r e  r e c o n s t i t u t e d  i n  a  
s u i t a b l e  d i l u e n t .  W o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t h e n  m a d e  i n  R P M I - 1 6 4 0  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  F B S  a n d  a n t i b i o t i c s .  F o r  D M S O - s o l u b l e  c o m p o u n d s ,  a  s u i t a b l e  
s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  w a s  p r e p a r e d  s o  t h a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  D M S O  i n  
w o r k i n g  s o l u t i o n s  w a s  l e s s  t h a n  0 . 5 % .  
F o r  a n t i - o x i d a n t  s t u d i e s ,  w o r k i n g  s o l u t i o n s  w e r e  m a d e  u p  f r e s h  a n d  a d j u s t e d  
f o r  p H  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n .  N - A c e t y l - L - c y s t e i n e ,  a  b r o a d  s p e c t r u m  a n t i -  
o x i d a n t  w a s  a p p l i e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  m M ,  w h i l s t  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e -  
s p e c i f i c  c a t a l a s e  a n d  t h e  s u p e r o x i d e  a n i o n - s p e c i f i c  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S O D )  
w e r e  a p p l i e d  a t  1 0 0 0  U l m l  a n d  1 0 0  U l m l  r e s p e c t i v e l y .  A l l  a n t i - o x i d a n t s  w e r e  
p r e p a r e d  i n  c o m p l e t e  c u l t u r e  m e d i a  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  p r e - w a s h e d  c e l l s  f o r  1  h  
i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  t h e  c o m m e n c e m e n t  o f  s h e a r i n g  a n d  s u b s e q u e n t l y  f o r  t h e  
d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  
S t u d i e s  t o  e x p l o r e  s h e a r - d e p e n d e n t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  e m p l o y e d  
t h e  f o l l o w i n g  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s :  p e r t u s s i s  t o x i n  ( 1 0 0  n g l m l )  t o  i n h i b i t  G i , -  
s u b u n i t  a c t i v a t i o n ,  a p o c y n i n  ( 1 0  m M )  w h i c h  i n h i b i t s  a c t i v a t i o n  o f  N A D ( P ) H  
o x i d a s e ,  N S C 2 3 7 6 6  t o  i n h i b i t  a c t i v a t i o n  o f  R a c l  ( 5 0  p M ) ,  l i n e a r  R G D  ( 0 . 5  m M ) ,  
c y c l i c  R G D  ( 1 0 0  p M )  p e p t i d e s  w h i c h  i n h i b i t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  t h r o u g h  i n t e g r i n s  
a n d  g e n i s t e i n  ( 5 0  p M )  t o  i n h i b i t  p r o t e i n  t y r o s i n e  k i n a s e s .  T h e s e  s t u d i e s  m i r r o r e d  
t h o s e  o f  t h e  a n t i - o x i d a n t s ,  i n  t h a t  i n h i b i t o r s  w e r e  p r e p a r e d  i n  c o m p l e t e  c u l t u r e  m e d i a  
a n d  a p p l i e d  t o  t h e  p r e - w a s h e d  c e l l s  f o r  1  h  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  t h e  c o m m e n c e m e n t  
o f  s h e a r i n g  a n d  s u b s e q u e n t l y  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  
C o n c e n t r a t i o n s  
u s e d  w e r e  g a i n e d  f r o m  b o t h  c u r r e n t  l i t e r a t u r e  a n d  m a n u f a c t u r e r s  r e c o m m e n d a t i o n s .  
2 . 3  W e s t e r n  B l o t t i n g  A n a l y s i s  
2 . 3 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  w h o l e  c e l l  l y s a t e s  
C e l l s  w e r e  t r y p s i n i s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 ,  t h e  c e l l  p e l l e t  w a s  
w a s h e d  i n  1  X  P B S  t o  r e m o v e  a n y  t r a c e  l e v e l s  o f  F B S .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a t  3 5 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  T h e  P B S  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 X  l y s i s  b u f f e r  ( 2 0  m M  T r i s ,  1 5 0  m M  N a C 1 ;  1  m M  N a 2 E D T A ;  
1  m M  E G T A ;  1 %  T r i t o n  X - 1 0 0  v l v ;  2 . 5  m M  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e ;  1  m M  P -  
g l y c e r o p h o s p h a t e ;  1  m M  s o d i u m  o r t h o v a n a d a t e ;  I  p g l r n l  l e u p e p t i n ) .  
T h e  r e s u l t i n g  l y s a t e s  w e r e  f r o z e n  a n d  t h a w e d  t h r e e  t i m e s  f o l l o w e d  b y  t h r e e  
c y c l e s  o f  u l t r a s o n i c a t i o n  f o r  5  s e c o n d s  o n  i c e  u s i n g  a  s o n i c  d i s e m b r a t o r  ( V i b r a  C e l l ,  
S o n i c s  a n d  M a t e r i a l s  I n c ) .  S a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  s h o r t - t e r m  s t o r a g e  o r  -  
8 0 ° C  f o r  l o n g - t e r m  s t o r a g e .  
2 . 3 . 2  B i c i n c h o n i n i c  A c i d  ( B C A )  p r o t e i n  m i c r o a s s a y  
I n  t h i s  a s s a y ,  c u 2 +  r e a c t s  w i t h  t h e  p r o t e i n  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  t o  
p r o d u c e  C U ' ,  w h i c h  i n  t u r n  r e a c t s  w i t h  B C A  t o  p r o d u c e  a  c o l o u r e d  p r o d u c t  ( P i e r c e . ,  
1 9 9 7 ) .  T w o  s e p a r a t e  r e a g e n t s  w e r e  s u p p l i e d  i n  t h i s  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a s s a y  k i t  
( P i e r c e  C h e m i c a l s ) .  A ;  a n  a l k a l i n e  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  a n d  B ;  a  c o p p e r  s u l p h a t e  
s o l u t i o n .  1  p a r t  s o l u t i o n  B  i s  m i x e d  w i t h  5 0  p a r t s  s o l u t i o n  A ;  2 0 0  p1 o f  t h i s  m i x t u r e  
i s  a d d e d  t o  1 0  p 1  o f  p r o t e i n  l y s a t e  o r  B S A  s t a n d a r d s  ( s t a n d a r d  c u r v e  i n  t h e  r a n g e  0 - 2  
m g l m l ) .  T h e  9 6 - w e l l  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  3 0  m i n  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  
r e a d  a t  5 6 0  n m  u s i n g  a  m i c r o t i t r e  p l a t e  r e a d e r .  
2 . 3 . 3  W e s t e r n  b l o t t i n g  
S D S - P A G E  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  p r e p a r e d  w h o l e - c e l l  l y s a t e s  a s  d e s c r i b e d  b y  
L a e m m l i  e t  a l .  u s i n g  1 0 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( L a e m m l i  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  T h e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  B C A  a s s a y  a n d  e q u a l  a m o u n t s  o f  
t o t a l  p r o t e i n  w e r e  r e s o l v e d  i n  e a c h  w e l l  o f  t h e  g e l .  
F i r s t l y ,  a  4 X  l o a d i n g  b u f f e r  ( 8 %  S D S  w l v ,  2 0 %  P - m e r c a t o e t h a n o l  v l v ,  4 0 %  
g l y c e r o l  v l v ,  B r i l l i a n t  B l u e  R  i n  0 . 3 2  M  T r i s  p H  6 . 8 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  p r o t e i n  
s a m p l e s ,  w h i c h  w e r e  t h e n  b o i l e d  a t  95OC f o r  5  m i n ,  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  o n  i c e .  
T h e  g e l  w a s  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  r e s e r v o i r  b u f f e r  ( 0 . 0 2 5 M  T r i s  p H  8 . 3 ;  
0 . 1 9 2 M  G l y c i n e ;  0 . 1 %  ( w l v )  S D S )  a t  4 0  m i l l i a m p s  ( m A )  p e r  g e l  u s i n g  a n  A t t o  
v e r t i c a l  m i n i - e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  u n t i l  t h e  s a m p l e s  w e r e  s u f f i c i e n t l y  s e p a r a t e d  i n  
t h e  g e l ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  m o v e m e n t  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r .  
1 0 %  r e s o l v i n g  a n d  5 %  s t a c k i n g  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  
R e s o l v i n g  G e l :  1 . 5  m l  
B u f f e r  A  ( 1 . 5  M  T r i s  p H  8 . 8 )  
1 . 5  m l  4 0 %  a c r y l a m i d e  s t o c k  
3  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  
6 0  p 1  1 0 %  ( w l v )  S D S  
3 0  p 1  
1  0 %  ( w / v )  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  
7  ~ 1  T E M E D  
S t a c k i n g  G e l :  0 . 7 5  m l  B u f f e r  B  ( 0 . 5  M  T r i s  p H 6 . 8 )  
0 . 3 7 5  m l  4 0 %  a c r y l a m i d e  s t o c k  
1 . 8 5  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  
3 0  p 1  1 0 %  ( w l v )  S D S  
1 5  p 1  
1 0 %  ( w / v )  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  
7  ~ 1  T E M E D  
F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e  r e s o l v i n g  g e l  w a s  s o a k e d  f o r  1 5  m i n  i n  c o l d  
t r a n s f e r  b u f f e r  ( 0 . 0 2 5  M  T r i s  p H  8 . 3 ;  0 . 1 9 2  M  G l y c i n e ;  1 5 %  v l v  m e t h a n o l ) .  
N i t r o c e l l u o s e  m e m b r a n e  a n d  1 6  s h e e t s  o f  W h a t m a n n  f i l t e r  p a p e r  w e r e  c u t  t o  t h e  
s a m e  s i z e  a s  t h e  g e l  a n d  s o a k e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r .  P r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  
m e m b r a n e  f o r  1  h  a t  1 0 0  V  i n  a n  A T T O  s e m i - d r y  t r a n s f e r  s y s t e m .  F o l l o w i n g  
t r a n s f e r ,  m e m b r a n e s  w e r e  s o a k e d  i n  P o n c e a u  S  s o l u t i o n  t o  c o n f i r m  t r a n s f e r  o f  
p r o t e i n  t o  t h e  m e m b r a n e  a n d  a l s o  t o  n o r m a l i z e  f o r  a n y  p o s s i b l e  v a r i a t i o n s  i n  p r o t e i n  
l o a d i n g .  
F o l l o w i n g  w a s h i n g ,  m e m b r a n e s  w e r e  b l o c k e d  f o r  2  h  i n  b l o c k i n g  s o l u t i o n  
( 5 %  W / V  s k i m m e d  m i l k  o r  B S A  i n  T r i s  B u f f e r e d  S a l i n e  ( T B S ) ,  1 0  m M  T r i s  p H  8 . 0 ;  
1 5 0  m M  N a C 1 ) .  M e m b r a n e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC w i t h  p r i m a r y  
a n t i b o d y .  
P r i m a r y  a n t i b o d i e s  w e r e  d i l u t e d  i n  a p p r o p r i a t e  b l o c k i n g  s o l u t i o n s  a c c o r d i n g  
t o  m a n u f a c t u r e r ' s  r e c o m m e n d a t i o n s ,  w i t h  s o m e  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r s  
u s e d  f o l l o w i n g  o p t i m i z a t i o n  s t e p s .  T h e  b l o t s  w e r e  t h e n  v i g o r o u s l y  w a s h e d  i n  t w o  
c h a n g e s  o f  T B S T  ( 0 . 0 5 %  v / v  T w e e n  i n  T B S )  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  3  h  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  w i t h  a  s u i t a b l e  H R P - l i n k e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d i l u t e d  i n  T B S T .  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  i n  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  t h e  b l o t s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  i n  t w o  
c h a n g e s  o f  T B S T .  A n t i b o d i e s  w e r e  d i l u t e d  a s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  1 .  
T a b l e  1 .  P r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d i l u t i o n  f a c t o r s  
 t i o  o n  P a c  
S e c o ~  
A n t i  
I  F a c t o r  
A n t i b o d y - a n t i g e n  c o m p l e x e s  w e r e  d e t e c t e d  b y  i n c u b a t i o n  i n  W e s t  P i c o  
S u p e r s i g n a l  r e a g e n t  ( P i e r c e  C h e m i c a l s ) .  B r i e f l y ,  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  s o l u t i o n  A  a n d  
B  w e r e  m i x e d  a n d  t h e  b l o t  w a s  i n c u b a t e d  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  B l o t s  
w e r e  e x p o s e d  t o  a u t o r a d i o g r a p h i c  f i l m  ( A r n e r s h a m  H y p e r f i l m  E C L )  t o  v i s u a l i z e  
b a n d s  p r e s e n t  o n  t h e  b l o t  a n d  d e v e l o p e d  ( A m e r s h a m  H y p e r p r o c e s s o r  A u t o m a t i c  
D e v e l o p e r ) .  B a n d s  o f  i n t e r e s t  w e r e  i d e n t i f i e d  e i t h e r  b y  u s e  o f  a  c o m m e r c i a l  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  c o n t r o l  o r  b a s e d  o n  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s .  E x p o s u r e  t i m e s  
v a r i e d  d e p e n d i n g  o n  t h e  a n t i b o d y  b e i n g  u s e d  b u t  w e r e  t y p i c a l l y  b e t w e e n  1 - 2  
m i n u t e s .  R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  f o l d  c h a n g e  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a s  P o n c e a u  S  
r e v e a l e d  e q u a l  l o a d i n g  b e t w e e n  a l l  s a m p l e s .  
P r o t e i n  
e N O S  
1  
A n t i b o d v  
E  
E C E  
N E P  
E P Z 4 . 1 5  
D i l u
1 1 1 0 0  
1 / 5 0  
d l 1 0 0  
I  
D i l u t i o t  
1 1 2 0 0  
1  / 2 0 0 0  
M i l k  
I 1 5 0 O Q  
p p p p  
1  / 5 0 0  
1  / I  0 0 0  
B S A  
B S A  
B S A  
2 . 4  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  
I n  o r d e r  t o  v i s u a l l y  m o n i t o r  t h e  e x p r e s s i o n  a n d l o r  s u b c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  o f  
p r o t e i n s ,  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  i m m u n o c y t o c h e r n i c a l  a n a l y s i s  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  b y  G r o a r k e  e t  a1 w i t h  s o m e  m i n o r  m o d i f i c a t i o n s  (  G r o a r k e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
C e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  a n d  f i x e d  w i t h  3 %  
f o r m a l d e h y d e  f o r  1 5  m i n .  C e l l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  w a s h e d ,  p e r m e a b i l i s e d  f o r  1 5  
m i n  w i t h  0 . 2 %  T r i t o n  X - 1 0 0  a n d  b l o c k e d  f o r  3 0  m i n  i n  5 %  B S A  s o l u t i o n .  
F o l l o w i n g  b l o c k i n g ,  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  p r i m a r y  a n t i s e r u m  o r  
s t a i n  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  b e l o w  t a b l e ,  f o l l o w e d  b y  1  h  i n c u b a t i o n  w i t h  1 : 4 0 0  d i l u t i o n  
o f  e i t h e r  A l e x a  F l u o r  4 8 8  a n t i - m o u s e ,  a n t i - r a b b i t ,  o r  a n t i - r a t  f l u o r e s c e n t  s e c o n d a r y  
a n t i s e r u m .  N u c l e a r  D A P I  s t a i n i n g  w a s  r o u t i n e l y  p e r f o r m e d  b y  i n c u b a t i n g  c e l l s  w i t h  
0 . 5  x  
p g l m l  D A P I  f o r  3  m i n .  C e l l s  w e r e  s e a l e d  w i t h  c o v e r s l i p s  u s i n g  D A K O  
m o u n t i n g  m e d i a  ( D A K O  C y t o m a t i o n ,  C a m b r i d g e s h i r e  U K )  a n d  v i s u a l i z e d  b y  
s t a n d a r d  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p y  ( O l y m p u s  B X 5 0 ) .  
T a b l e  2 .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n t i b o d y  d i l u t i o n  f a c t o r s  
E C E  1 / 5 0  3  
N E P  1 / 5 0  3  
T i m e  f i )  
P r i m a r y  A n t i s m f  S t a i n  
I  R h o d a m i n e  P h a l l o d i n  
C o n c e n t r a t i o n f l S i l u t i o n  
2 . 5  N u c l e i c  A c i d  S t u d i e s  
2 . 5 . 1  R N A  i s o l a t i o n  
T r i z o l  i s  a  r e a d y - t o - u s e  r e a g e n t  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  t o t a l  R N A ,  D N A  a n d / o r  
p r o t e i n  f r o m  c e l l s  a n d  t i s s u e s .  R N A  i s o l a t i o n  w a s  d e v e l o p e d  b y  C h o m c z y n s k i  a n d  
S a c c h i  ( C h o m c z y n s k i  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  T r i z o l  r e a g e n t  m a i n t a i n s  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  
R N A  w h i l e  d i s r u p t i n g  t h e  c e l l s  a n d  d i s s o l v i n g  t h e  c e l l  c o m p o n e n t s .  
C e l l s  w e r e  l y s e d  d i r e c t l y  i n  c u l t u r e  p l a t e s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1  m l  o f  T r i z o l  
p e r  1 0  c m 2 .  A  v o l u m e  l e s s  t h a n  t h i s  c a n  r e s u l t  i n  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  R N A  w i t h  
D N A .  T o  e n s u r e  c o m p l e t e  h o m o g e n i z a t i o n ,  c e l l s  w e r e  l y s e d  b y  p a s s i n g  t h r o u g h  a  
p i p e t t e  a  n u m b e r  o f  t i m e s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  0 . 2 m l  o f  
c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  p e r  m l  o f  T r i z o l  r e a g e n t  u s e d  a n d  w a s  t h e n  m i x e d  v i g o r o u s l y  
f o r  1 5  s e c o n d s  b e f o r e  b e i n g  i n c u b a t e d  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  S a m p l e s  
w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0 x g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4OC. T h e  m i x t u r e  s e p a r a t e d  i n t o  
a  l o w e r  r e d ,  p h e n o l - c h l o r o f o r m  p h a s e ,  a n  i n t e r p h a s e  a n d  a n  u p p e r  c o l o u r l e s s  
a q u e o u s  p h a s e .  R N A  r e m a i n s  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e .  
T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  c a r e f u l l y  r e m o v e d  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  f r e s h ,  s t e r i l e  
t u b e .  T h e  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  o u t  o f  s o l u t i o n  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  m l  o f  
i s o p r o p a n o l  p e r  1  m l  o f  T r i z o l  u s e d .  
S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 5  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  
a t  1 2 , 0 0 0 x g  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  4OC. T h e  R N A  p r e c i p i t a t e  f o r m s  a  g e l - l i k e  p e l l e t  o n  
t h e  s i d e  o f  t h e  t u b e .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  w a s h e d  i n  1  m l  o f  
7 5 %  e t h a n o l  p e r  m l  o f  T r i z o l  u s e d  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  7 , 5 0 0 x g  f o r  5  m i n  a t  
4 ° C .  T h e  r e s u l t a n t  p e l l e t  w a s  a i r - d r i e d  f o r  5 - 1 0  r n i n  b e f o r e  b e i n g  r e s u s p e n d e d  i n  
D E P C - t r e a t e d  w a t e r .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C  u n t i l  u s e d .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t o t a l  R N A  w a s  d e t e r m i n e d  b y  U V  s p e c t r o p h o t o m e t r y ,  a s  o u t l i n e d  
b e l o w .  
2 . 5 . 2  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  n u c l e i c  a c i d s  
D N A  o r  R N A  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  
a t  2 6 0  n m ,  t h e  w a v e l e n g t h  a t  w h i c h  n u c l e i c  a c i d s  a b s o r b  l i g h t  m a x i m a l l y  ( A  m a x ) .  
A  5 0 p g / m l  s o l u t i o n  o f  D N A  o r  4 0 p g / m l  s o l u t i o n  o f  R N A  h a s  a n  a b s o r b e n c e  o f  
r e a d i n g  o f  1 . 0  a t  t h i s  w a v e l e n g t h .  I n  o r d e r  t o  c a l c u l a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
D N A I R N A  i n  s a m p l e s  t h e  f o l l o w i n g  c a l c u l a t i o n s  w e r e  u s e d ;  
D N A  -  A b s  @ 2 6 0 n m  ~ 5 0 x 2 0 0  ( d i l u t i o n  f a c t o r ,  i . e .  5 p 1  o f  s a m p l e  i n  9 9 5 ~ 1  H 2 0 )  =  p g / m l  
R N A  -  A b s  @ 2 6 0 n m  x  4 0  x  2 0 0  (  d i l u t i o n  f a c t o r ,  i . e .  5 p 1  o f  s a m p l e  i n  9 9 5 ~ 1  H 2 0 )  =  p g / m l  
T h e  p u r i t y  o f  t h e  D N A  o r  R N A  s a m p l e s  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  r e a d i n g  t h e  
a b s o r b e n c e  a t  2 6 0 n m  a n d  t h e  a b s o r b e n c e  a t  2 8 0 n m  a n d  t h e n  d e t e r m i n i n g  t h e  r a t i o  
b e t w e e n  t h e  t w o  ( A B S ~ ~ O / A B S ~ ~ O ) .  
P u r e  D N A  w h i c h  h a s  n o  p r o t e i n  i m p u r i t i e s  h a s  a  r a t i o  o f  1 . 8  w h e r e a s  p u r e  
R N A  h a s  a  r a t i o  o f  2 . 0 .  L o w e r  r a t i o s  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n s ,  h i g h e r  r a t i o s  
i m p l y  t h e  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  r e a g e n t s .  
2 . 5 . 3  R e v e r s e  T r a n s c r i p t i o n  
I n i t i a l l y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  w a s  p r e f o r m e d  u s i n g  M o l o n e y  M u r i n e  
L e u k e m i a  V i r u s  R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  ( M - M L V  R T )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  
m a n u f a c t u r e r s  s p e c i f i c a t i o n s  w i t h  s o m e  m i n o r  m o d i f i c a t i o n s  ( R o t h  e t  a ! . ,  1 9 8 5 ;  
S a m b r o o k  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  0 . 5  p g  o f  t o t a l  R N A  w a s  m i x e d  w i t h  0 . 1 2 5  p g  o l i g o  d T  
p r i m e r s  a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  b r o u g h t  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  1 2  1-11 w i t h  D E P C  
w a t e r .  T h i s  m i x t u r e  w a s  h e a t e d  f o r  1 0  m i n  a t  7 0 ° C  t o  a l l o w  a n n e a l i n g  t o  o l i g o  d T  
p r i m e r s  t o  p o l y A  t a i l  o f  r n R N A .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t u b e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  c o o l e d  o n  
i c e  a n d  t h e  r e m a i n i n g  c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e a c t i o n  w e r e  a d d e d  a s  f o l l o w s :  
M L V  5 X  R e a c t i o n  B u f f e r  
5  1-11 
1  0  m M  d N T P  
3  ~ 1  
M L V - R T  2 0 0  u n i t s  
T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  m a d e  u p  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 5  p 1  u s i n g  D E P C  w a t e r  
a n d  i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n  a t  4 2 O C .  C o n t a m i n a t i n g  R N A  w a s  s u b s e q u e n t l y  r e m o v e d  
b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1  p1 o f  R N a s e  H  ( 2  u n i t s l p l )  a t  37OC f o r  2 0  m i n .  
S a m p l e s  g e n e r a t e d  t h r o u g h  t h i s  m e t h o d  w e r e  u s e d  f o r  p r i m e r  o p t i m i z a t i o n  
u s i n g  s t a n d a r d  P C R  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 5  - 4 . 1 .  
C o p y  D N A  ( c D N A )  w a s  a l s o  s y n t h e s i z e d  f r o m  m e s s e n g e r  R N A  ( m R N A )  
u s i n g  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  S c r i p t T M  c D N A  s y n t h e s i s  k i t  ( B i o - R a d  
L a b o r a t o r i e s ,  C a l i f o r n i a ,  U S A ) .  S a m p l e s  g e n e r a t e d  b y  t h i s  k i t  a r e  g e n e r a l l y  o f  
h i g h e r  q u a l i t y  t h a n  t h o s e  g e n e r a t e d  t h r o u g h  t h e  p r e v i o u s  m e t h o d  a n d  w e r e  u s e d  i n  
a l l  a n a l y s i s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n .  E a c h  R T  r e a c t i o n  w a s  m a d e  u p  t o  a  t o t a l  o f  2 0 p 1  a s  
f o l l o w s :  
5 X  r e a c t i o n  b u f f e r  4  P l  
R e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  e n z y m e  1  ~ 1  
m R N A  2  P g  
T h e  r e a c t i o n  s o l u t i o n  w a s  g e n t l y  m i x e d  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  h o m o g e n i z a t i o n  
o f  t h e  r e a c t i o n  s o l u t i o n  w i t h o u t  c a u s i n g  d a m a g e  t o  t h e  d e l i c a t e  m R N A .  T h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  o n e  R T  c y c l e  u s i n g  a  P C R  S p r i n t  T h e r m o - c y c l e r  
( T h e r m o  E l e c t r o n  C o r p o r a t i o n  -  M a s s a c h u s e t t s ,  U S A ) .  T h e  R T  c y c l e  c o n s i s t e d  o f  
t h r e e  p h a s e s  a s  f o l l o w s :  
i )  25OC f o r  5  m i n  
i i )  4 2 ° C  f o r  3 0  m i n  
i i i )  8 5 ° C  f o r  5  m i n  
2 . 5 . 4  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  V C R )  
2 . 5 . 4 . 1  S e m i - q u a n t i t a t i v e  s t a n d a r d  P C R  
S t a n d a r d  P C R  w a s  u s e d  t o  o p t i m i z e  p r i m e r  s e t s  a n d  t o  r u l e  o u t  p r i m e r  
d i m e r i s a t i o n  b e f o r e  t h e i r  u s e  i n  q u a n t i t a t i v e  R e a l - T i m e  P C R .  5 0  p 1  P C R  r e a c t i o n  
m i x t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  
R N a s e  f r e e  w a t e r  
1  OX r e a c t i o n  b u f f e r  
1 0  m M  d N T P  
2 5  m M  M g C l  
1 0  p M  F o r w a r d  p r i m e r  
1 0  p M  R e v e r s e  p r i m e r  
T a q  P o l y m e r a s e  
c D N A  s a m p l e  
T h e  m i x t u r e  w a s  o v e r l a i d  w i t h  5 0  p 1  o f  m i n e r a l  o i l  a n d  t h e n  p l a c e d  i n  a  
H y b a i d  P C R  T h e r m o c y c l e r  ( S P R T  0 0 1 ) .  
S a m p l e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  a n  i n i t i a l  
i n c u b a t i o n  o f  92OC f o r  2  m i n  f o l l o w e d  b y  3 0  c y c l e s  c o m p r i s i n g  o f  t h e  f o l l o w i n g  
s t e p s :  92OC f o r  1  m i n ,  a n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e  ( 5 5 - 6 5 O C )  f o r  2  m i n  a n d  72OC f o r  3  
m i n .  P C R  p r o d u c t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  b e n e a t h  t h e  m i n e r a l  o i l  a n d  p l a c e d  i n  f r e s h  
t u b e s  b e f o r e  b e i n g  s u b j e c t e d  t o  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  
2 . 5 . 4 . 2  Q u a n t i t a t i v e  R e a l - T i m e  P C R  
Q u a n t i t a t i v e  R e a l - T i m e  P C R  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  R e a l - T i m e  R o t o r -  
~ e n e ~ ~ - 3 0 0 0 ~ ~  L i g h t c y c l e r  ( C o r b e t t  R e s e a r c h )  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  S y b e r  G r e e n  
J u m p s t a r t  T a q - R e a d y  P C R  k i t .  S Y B R  G r e e n  i s  a  f l u o r e s c e n t  d y e  w h i c h ,  w h e n  
b o u n d  t o  t h e  m i n o r  g r o o v e  o f  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A ,  e m i t s  f l u o r e s c e n c e .  T h e  
f l u o r e s c e n c e  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  c D N A  p r o d u c t  f o r m e d  d u r i n g  
t h e  P C R  c y c l e s .  c D N A  w a s  a m p l i f i e d  f o r  t h e  t a r g e t  s e q u e n c e s  o f  i n t e r e s t ,  a s  
i n d i c a t e d  i n  t h e  t a b l e  b e l o w .  A l l  d a t a  w a s  n o r m a l i z e d  a g a i n s t  t h e  u n t r e a t e d  G A P D H  
s a m p l e  i n  t h a t  G A P D H  i s  k n o w n  t o  b e  n o n - r e s p o n s i v e  t o  s h e a r  s t r e s s  a n d  h e n c e  w a s  
a n  i n d i c a t o r  o f  e q u a l  c D N A  l o a d i n g  i n  a l l  o t h e r  s a m p l e s .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  a  
f o l d  c h a n g e  i n  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  t h e  t a r g e t  g e n e  o f  i n t e r e s t  u n d e r  a p p l i e d  s h e a r  
s t r e s s  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  u n - s h e a r e d  c o n t r o l s  o f  t h a t  s a m e  g e n e .  
~ r d  a n d  R  
n  
F o r w a  1  A n n e t t l i n g  
P s b e r  a c q u c n c e s  s1rx T e m p  C C )  
5 '  a c a  a g a  c t g  c c  a c c t  g c t  g g  3' 
3 5 0  b p  6 0 ° C  
5 '  a g g  c a t  g g a  g g t  t c a  g g t  a g  3' 
5 '  g g a  c c t  t c a  g c a  a c c  t c t  g g  3' 
3 8 5  b p  
'  
6 0 ° C  
5 '  g t g  t c c  t g g  a a g  t t g  t c c  t t  3 '  
5 '  c a t  c t c  t t a  a a a  t g t  c a a  a g  3 '  
5 '  t g a  a g g  t c a  c c c  t c a  a g t  a  3' 
5 '  a a a  a g t  a g c  t g g  c a t  a t t  t g t  3 '  
pp
5 '  a g g  t c a  t c c  a t g  a c c  a c t  t t  3' 
E a c h  r e a c t i o n  w a s  s e t  u p  i n  t r i p l i c a t e  a s  f o l l o w s :  
S Y B R  G r e e n  t o t a l  r e a g e n t  
1 2 . 5  p L  
D E P C  W a t e r  8 . 5  p L  
F o ~ w a r d  P r i m e r  1  . O  p L  
R e v e r s e  P r i m e r  1  . O  p L  
c D N A  2 . 0  p L  
T h e  f o l l o w i n g  P C R  c y c l e  p r o g r a m  w a s  u s e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a n n e a I i n g  
t e m p e r a t u r e  i n s e r t e d  f o r  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t .  
D e n a t a r e  9 s 0 c  1 5  m i n  
C y c l i n g  D e n a t u r e  9 5 O c  
A n n e a l i n g  5 9 ' ~  
4 5  c y c l e s  
E x t e n s i o n  7 2 ' ~  3 0  s  
W d d  
M d t  
6 0 ' ~  1  m i n  
S O  -  1  o o o c  
I m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  a l l  r e a c t i o n s ,  m e l t  c u r v e  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  
e n s u r e  s i n g l e  p r o d u c t  f o r m a t i o n  a n d  t o  r u l e  o u t  p o s s i b l e  c o n t a m i n a t i o n  o f  p r o d u c t  b y  
n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  a n d  p r i m e r  d i m e r i z a t i o n .  S a m p l e s  f i o m  b o t h  s t a n d a r d  a n d  r e a l -  
t i m e  P C R  r e a c t i o n s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  f o r  s a m e  u s i n g  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  
2 . 5 . 5  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
A g a r o s e  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  b y  b o i l i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  q u a n t i t y  o f  a g a r o s e  i n  
1 0 0  m l  o f  1 X  T A E  b u f f e r  ( 4 0  m M  T r i s - A c e t a t e  p H  8 . 2 ,  1  m M  E D T A ) .  G e l s  w e r e  
g e n e r a l l y  1 - 2 %  w l v  d e p e n d i n g  o n  t h e  s i z e  o f  t h e  D N A  b e i n g  v i s u a l i s e d .  G e l s  
c o n t a i n e d  0 . 5  p,g e t h i d i u m  b r o m i d e  p e r  1  m l  o f  a g a r o s e  f o r  D N A  v i s u a l i z a t i o n .  
W h e n  t h e  g e l  m i x t u r e  w a s  h a n d - h o t  t h e  g e l  w a s  c a s t  i n  a  G i b c o B R L  H o r i z i o n  2 0 . 2 5  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s .  
S a m p l e s  w e r e  m i x e d  w i t h  6 X  g e l  l o a d i n g  b u f f e r  ( 4 0 %  w l v  s u c r o s e ,  0 . 2 5 %  
W / V  b r o m o p h e n o l  b l u e ) .  1 2 . 5  ~ 1  o f  P C R  p r o d u c t  w a s  m i x e d  w i t h  3  p l  o f  l o a d i n g  
b u f f e r  a n d  s u b s e q u e n t l y  l o a d e d .  T h e  g e l  w a s  r u n  a t  1 0 0  V  i n  1 X  T A E  b u f f e r  u n t i l  
t h e  b l u e  d y e  f r o n t  w a s  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5  c m  f r o m  t h e  e n d  o f  t h e  g e l ,  t y p i c a l l y  2 - 3  h .  
D N A  w a s  v i s u a l i z e d  o n  a  t r a n s i l l u m i n a t o r  a n d  p h o t o g r a p h e d  f o r  d e n s i t o m e t r i c  
a n a l y s i s  u s i n g  t h e  K o d a k  I D  g e l  d o c u m e n t a t i o n  s y s t e m  ( S c i e n t i f i c  I m a g i n g  S y s t e m s ,  
E a s t m a n  K o d a k  G r o u p ,  R o c h e s t e r ,  N Y ) .  
2 . 6  D N A  p r e p a r a t i o n  m e t h o d s  
2 . 6 . 1  T r a n s f o r m a t i o n  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  
1 0  n g  o f  p l a s m i d  D N A  o f  i n t e r e s t  w a s  p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  m i c r o h g e  t u b e .  T o  
t h i s  w a s  a d d e d  1 0 0  p 1  o f  c o m p e t e n t  J M 1 0 9  E . C o l i .  T h e  m i x t u r e  w a s  g e n t l y  m i x e d  
a n d  p l a c e d  o n  i c e  f o r  3 0  m i n .  T h e  c e l l s  w e r e  h e a t - s h o c k e d  b y  p l a c i n g  t h e  t u b e  i n  a  
w a t e r - b a t h  a t  42OC f o r  4 5 - 5 0  s e c o n d s  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  p l a c e d  o n  i c e  f o r  2  m i n .  
T r a n s f o r m e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  f o r  1  h  a t  37OC w i t h  a g i t a t i o n  ( 2 0 0  r p m )  i n  1  
r n l  o f  s t e r i l e  L u r i a  B e r t r a n i  ( L B )  b r o t h  ( 1 %  w / v  t r y p t o n e ;  0 . 5 %  w / v  y e a s t  e x t r a c t ;  
1 %  W / V  N a C 1 ;  p H  7 . 5 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  6 0 0 0  r p m  f o r  1  m i n  a n d  
t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  T h e  r e s u l t a n t  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 2  r n l  o f  L B  
b r o t h  a n d  s p r e a d - p l a t e d  e i t h e r  1 5 0  p1 o r  5 0  p 1  o n  L B  a g a r  p l u s  a m p i c i l l i n  ( L B  
m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 . 5 %  w / v  a g a r  p l u s  3 5  p g l m l  a m p i c i l l i n ) .  T h e  p l a t e s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  37OC o v e r n i g h t  a n d  f o r  n o  l o n g e r  t h a n  1 8  h  t o  p r e v e n t  c o l a s e n c e  o f  
c o l o n i e s .  A s  a  c o n t r o l  f o r  e a c h  t r a n s f o r m a t i o n  a  m o c k  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  i n c l u d e d ,  
i n  w h i c h  n o  D N A  w a s  a d d e d  t o  t h e  c o m p e t e n t  c e l l s .  
2 . 6 . 2  P l a s m i d  D N A  M i n i - p r e p a r a t i o n  
P l a s m i d  D N A  w a s  i s o l a t e d  a s  s p e c i f i e d  b y  Q i a g e n  P l a s m i d  K i t  p r o t o c o l  
( S a m b r o o k  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  A u s u b e l  e t  a l . ,  1 9 9 1  ;  B i r n b o i m  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  e l u a t e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  3 . 5  m l  o f  
i s o p r o p a n o l  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  4OC, t o  y i e l d  a  g l a s s y  p e l l e t .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  c a r e f i l l y  s o  
a s  n o t  t o  d i s t u r b  t h e  i s o p r o p a n o l 1 D N A  p e l l e t .  T h e  p e l l e t  w a s  t h e n  w a s h e d  i n  2  m l  o f  
7 0 %  e t h a n o l ,  t o  r e m o v e  p r e c i p i t a t e d  s a l t s  a n d  t o  m a k e  r e c o n s t i t u t i o n  o f  t h e  p e l l e t  
e a s i e r ;  t h i s  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n .  T h e  f i n a l  p e l l e t  w a s  a i r -  
d r i e d  f o r  5 - 1 0  m i n  a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e n  r e - d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  
T r i s - E D T A  ( T E )  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C 1  p H  8 . 0 ;  1  m M  E D T A ) .  
2 . 6 . 3  R e s t r i c t i o n  d i g e s t s  
D N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
p u r i f i e d  p l a s m i d  D N A .  1  p g  o f  D N A  w a s  p r e p a r e d  i n  a  r e a c t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  
1 0 X  r e a c t i o n  b u f f e r  ( s u p p l i e d  w i t h  e a c h  e n z y m e ,  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r )  a l o n g  w i t h  
1  p 1  o f  r e s t r i c t i o n  e n z y m e .  
T h e  d i g e s t  w a s  i n c u b a t e d  a t  a  s u i t a b l e  t e m p e r a t u r e  ( e n z y m e - s p e c i f i c )  f o r  3 0  
m i n u t e s  t o  o n e  h o u r .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t y p i c a l l y  s t o p p e d  b y  h e a t i n g  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  t o  7 2 O C .  I n  t h e  c a s e  o f  m u l t i p l e  d i g e s t s ,  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  f i r s t  
e n z y m e ,  l i n e a r i s e d  D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  a n d  t h e n  e x p o s e d  t o  s u b s e q u e n t  e n z y m e s  
t o  o v e r c o m e  p r o b l e m s  w i t h  d i f f e r i n g  r e a c t i o n  b u f f e r s .  T h e  p r o d u c t s  o f  t h e  d i g e s t  
w e r e  t h e n  r e s o l v e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  2 %  a g a r o s e  g e l  w i t h  a p p r o p r i a t e  s i z e  
s t a n d a r d s .  
2 . 6 . 4  T r a n s i e n t  T r a n s f e c t i o n  
~ i ~ o f e c t a m i n e ~ ~  r e a g e n t  i s  a  p o l y c a t i o n i c  l i p o s o m e .  A s  s u c h ,  i t  i s  s u i t a b l e  
f o r  t r a n s f e c t i o n  o f  D N A  i n t o  e u k a r y o t i c  c e l l s  ( I n v i t r o g e n - G r o n i n g e n ,  N e t h e r l a n d s ) .  
T h e  d a y  p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n ,  1  . 5 x 1 0 6  c e l l s  w e r e  p l a t e d  o n  a  ~ 2 5 c m ~  f l a s k  a n d  g r o w n  
o v e r n i g h t  i n  R P M I -  1 6 4 0  s u p p l e m e n t e d  w i t h  s e r u m  a n d  a n t i b i o t i c s .  
W h e n  c e l l s  h a d  r e a c h e d  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  c o n f l u e n c y  t h e y  w e r e  
t r a n s f e c t e d  w i t h  p l a s m i d  D N A .  F o r  t r a n s f e c t i o n  p u r p o s e s ,  1 3 - A r k  p l a s m i d  D N A  w a s  
d i l u t e d  i n  1 5 0  p 1  o f  D M E M  w i t h o u t  F C S  o r  a n t i b i o t i c s  s u c h  t h a t  t h e r e  w o u l d  b e  1  p g  
o f  D N A  p e r  1 0  c m 2  o f  s u r f a c e  a r e a .  I n  a  s e p a r a t e  t u b e  1 0  p 1  o f  l i p o f e c t a m i n e  
r e a g e n t  ( 4  p l  p e r  1 0  c m 2 )  w a s  d i l u t e d  i n  1 5 0  p 1  o f  D M E M  w i t h o u t  F C S  o r  
a n t i b i o t i c s .  T h e  d i l u t e d  D N A  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  d i l u t e d  l i p o f e c t a m i n e  r e a g e n t  
a n d  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  m i n .  T h i s  t i m e  p e r m i t s  t h e  f o r m a t i o n  o f  
D N A - l i p o s o m e  c o m p l e x e s .  
W h i l e  t h e  D N A  c o m p l e x e s  w e r e  f o r m i n g ,  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  
i n  H B S S  f o l l o w e d  b y  o n e  w a s h  i n  D M E M .  T h i s  w a s  t o  r e m o v e  a n y  a n t i b i o t i c s  f r o m  
t h e  f l a s k ,  w h i c h  m a y  i m p e d e  t r a n s f e c t i o n  e f f i c i e n c y .  T h e  D N A l l i p o f e c t a m i n e  
m i x t u r e  w a s  m a d e  u p  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2  m l ,  w h i c h  i s  j u s t  e n o u g h  m e d i a  t o  c o v e r  
t h e  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  f l a s k .  T h e  c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  
f l a s k .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4  h  i n  t r a n s f e c t i o n  m e d i u m ,  f o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  
m e d i u m  w a s  r e m o v e d  a n d  r e p l a c e d  w i t h  n o r m a l  R P M I - 1 6 4 0  g r o w t h  m e d i u m .  
T h e  c e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  r e c o v e r  o v e r n i g h t ,  f o l l o w i n g  w h i c h  t h e y  w e r e  
e x p o s e d  t o  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  C e l l s  w e r e  r o u t i n e l y  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  L a c  Z  
e n c o d i n g  p l a s m i d  a s  a  m e a n s  t o  d e t e r m i n e  a p p r o x i m a t e  l e v e l s  o f  t r a n s f e c t i o n .  
2 . 6 . 5  P - g a l a c t o s i d a s e  a s s a y  
L a c  Z  a  p l a s r n i d  e n c o d i n g  P - g a l a c t o s i d a s e  w a s  u s e d  t o  m o n i t o r  t r a n s f e c t i o n  
l e v e l s .  I n c r e a s e d  l e v e l s  o f  P - g a l a c t o s i d a s e  a c t i v i t y  w a s  a t t r i b u t e d  t o  s u c c e s s f U 1  
t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t .  F o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  a n d  c e l l  l y s i s ,  a  3 0  p1 
s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  3  p 1  o f  l O O X  M g  s o l u t i o n  ( 0 . 1  M  M g C 1 2  a n d  4 . 5  M  P  
m e r c a p t o e t h a n o l ) ,  6 6  p 1  o f  1 X  O P N G  ( 0 - n i t r o p h e n y l - P - D - g a l a c t o p y r a n o s i d a s e )  ( 4  
m g l m l  O N P G  i n  0 . 1  M  s o d i u m  p h o s p h a t e ,  p H  7 . 5 )  a n d  2 0 1  p1 o f  0 . 1  M  s o d i u m  
p h o s p h a t e .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n c u b a t e d  f o r  4 - 6  h  a t  37OC u n t i l  a  y e l l o w  c o l o u r  
d e v e l o p e d .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  s t o p p e d  w i t h  5 0 0  p l  o f  N a 2 C 0 3 ,  a n d  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  4 2 0  n m .  
C h a p t e r  3  R e s u l t s  -  S e c t i o n  1  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  
A s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d ,  t h e  e n d o t h e l i u m  i s  a  d y n a m i c  c e l l  i n t e r f a c e  b e t w e e n  
t h e  v e s s e l  w a l l  a n d  t h e  b l o o d  s t r e a m .  
T h e  u n i q u e  p o s i t i o n  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  
c o n f e r s  o n  i t  t h e  a b i l i t y  t o  s e n s e  a n d  r e s p o n d  t o  a  v a r i e t y  o f  b l o o d - b o r n e  
c o m p o n e n t s .  A m o n g  t h e s e  a r e  i n c l u d e d  p e p t i d e  h o r m o n e s ,  n e u r o t r a n s m i t t e r s  a n d  
g r o w t h  f a c t o r s ,  a c t i n g  i n  a  p a r a c r i n e ,  a u t o c r i n e  o r  e n d o c r i n e  f a s h i o n .  A s s o c i a t e d  
p e p t i d a s e s  t h a t  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  r e g u l a t e  v a s o a c t i v e  p e p t i d e  l e v e l s  a r e  o f  p r i m a r y  
i m p o r t a n c e  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  a n d  i t s  m a n y  r o l e s  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  T h e s e  
c o m p o n e n t s  e f f e c t  b o t h  b i o p h y s i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  o n  t h e  e n d o t h e l i u m  
w h i c h  a r e ,  i n  t u r n ,  t r a n s l a t e d  i n t o  a  p r o n o u n c e d  r e s p o n s e  w i t h i n  t h e  v e s s e l  w a l l  
( C u m m i n s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
I n  a d d i t i o n  t o  c i r c u l a t o r y  c o m p o n e n t s ,  b l o o d  f l o w  i t s e l f  i m p a r t s  a  s t r o n g  
i n f l u e n c e  o n  t h e  v e s s e l  w a l l .  O f  p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  a r e  t h e  m e c h a n i c a l  f o r c e s  o f  
c y c l i c  s t r a i n  a n d  s h e a r  s t r e s s .  C y c l i c  s t r a i n  i s  a  c i r c u m f e r e n t i a l  f o r c e  t h a t  a c t s  
o u t w a r d l y  o n  t h e  v e s s e l  w a l l  a s  a  r e s u l t  o f  p u l s a t i l e  b l o o d  f l o w ,  r e s u l t i n g  i n  a  
s t r e t c h i n g  o f  t h e  c e l l s  o f  t h e  e n d o t h e l i u m .  T h i s  s t r e t c h  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n f l u e n c e  
a  n u m b e r  o f  E C  f u n c t i o n s ,  n a m e l y  e N O S  a n d  E T - 1  e x p r e s s i o n  ( A w o l e s i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  
C h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  F u r t h e r m o r e ,  c y c l i c  s t r a i n  a l s o  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  r e g u l a t e  c e l l  
f a t e  d e c i s i o n s ,  p l a y i n g  a  r o l e  i n  a p o p t o t i c  p a t h w a y s ,  t h r o u g h  r e g u l a t i o n  o f  p 5 3  a n d  
A k t  p h o s p h o r y l a t i o n  ( M a y r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  P e r s o o n - R o t h e r t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  H a g a  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ) .  

T h i s  s t u d y  w i l l  t h e r e f o r e  f o c u s  o n  i n v e s t i g a t i n g  t h e  i m p a c t  o f  s h e a r  s t r e s s  o n  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s  i n  t h e  e n d o t h e l i u m .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  
E C E  a n d  A C E ,  t o  o u r  k n o w l e d g e ,  n o  s t u d i e s  h a v e  e x p l o r e d  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  s h e a r  
s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  o t h e r  c l o s e l y  r e l a t e d  m e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y  n a m e l y ,  
E P 2 4 . 1 5 ,  E P 2 4 . 1 6  a n d  N E P .  I t  i s  h o p e d  t h a t ,  t h r o u g h  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  
p e p t i d a s e s  a n d  t h e  f o r c e s  t h a t  p u t a t i v e l y  r e g u l a t e  t h e i r  e x p r e s s i o n ,  w e  w i l l  o b t a i n  a  
g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e i r  p o t e n t i a l  r o l e s  i n  e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  a n d  v a s c u l a r  
r e m o d e l l i n g .  
T h e  a i m  o f  t h i s  c h a p t e r  w a s  t o  f i r s t l y  c h a r a c t e r i s e  t h e  c e l l  t y p e  s t u d i e d  a s  
e n d o t h e l i a l .  S e c o n d l y ,  w e  w a n t e d  t o  a s c e r t a i n  t h a t  t h e  c e l l s  a r e  i n d e e d  r e s p o n s i v e  t o  
s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  m o d e l  e m p l o y e d .  F i n a l l y  w e  w a n t e d  t o  e x p l o r e  t h e  r o l e  o f  s h e a r  
s t r e s s  i n  r e g u l a t i n g  e x p r e s s i o n  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s ;  
A C E  ( A n g i o t e n s i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e )  
E C E  ( E n d o t h e l i n  C o n v e r t i n g  E n z y m e )  
N E P  ( N e p r i l y s i n )  
E P 2 4 . 1 5  ( T h i m e t  O l i g o p e p t i d a s e )  
E P 2 4 . 1 6  ( N e u r o l y s i n )  
3 . 2  R e s u l t s  
3 . 2 . 1  E n d o t h e l i a l  c e l l  c h a r a c t e r i z a t i o n  
U p o n  c o m m e n c e m e n t  o f  t h i s  s t u d y ,  i t  w a s  f i r s t l y  i m p o r t a n t  t o  c o r r e c t l y  
i d e n t i f y  t h e  c e l l  t y p e  e x a m i n e d .  I n  o r d e r  t o  c o r r e c t l y  i d e n t i f y  t h e  c e l l s  a s  t h o s e  o f  
t h e  e n d o t h e l i u m ,  t h r e e  c e l l - s p e c i f i c  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  s t u d i e d .  
1 .  G r o s s  c e l l u l a r  m o r p h o l o g y  
2 .  E n d o t h e l i a l  c e l l  s p e c i f i c  m a r k e r ,  V o n  W i l l e b r a n d  F a c t o r  
3 .  e N O S  
U s i n g  s t a n d a r d  l i g h t  m i c r o s c o p y ,  g r o s s  m o r p h o l o g y  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  w a s  
e x a m i n e d  a t  1 0 0 %  c o n f l u e n c y .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g  3 . 1  A ,  t h e  c e l l s  d i s p l a y e d  a  
d i s t i n c t  " c o b b l e s t o n e "  m o r p h o l o g y  c o n s i s t e n t  w i t h  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  S e c o n d l y ,  c e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  o n  g l a s s  c o v e r s l i p s  i n  6 - w e l l  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  C e l l s  w e r e  t h e n  e x a m i n e d  i m m u n o c y t o c h e m i c a l y  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 4 ,  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  e n d o t h e l i a l  c e l l - s p e c i f i c  m a r k e r s ,  V o n  
W i l l e b r a n d  F a c t o r  a n d  e N O S .  A s  e v i d e n c e d  i n  F i g  3 . 1  B  a n d  C ,  c e l l s  w e r e  p o s i t i v e  
f o r  b o t h  m a r k e r s ,  c l e a r l y  i n d i c a t i n g  t h e  c e l l  t y p e  a s  t h a t  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
C o b b l e s t o n e  
M o r p h o l o g y  
V o n  W i l l e b r a n d  
F a c t o r  
e N O S  
E x p r e s s i o n  
F i g  3 . 1  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  B A E C s .  S t a t i c  B A E C s  w e r e  e x a m i n e d  
f o r  e n d o t h e l i a l  c e l l - s p e c i f i c  m a r k e r s  i n c l u d i n g ;  ( A )  C o b b l e s t o n e  
m o r p h o l o g y ,  ( B )  V o n W i l l e b r a n d  F a c t o r  a n d  ( C )  e N O S  e x p r e s s i o n .  
3 . 2 . 2  E n d o t h e l i a l  c e l l  r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s  
I n  o r d e r  t o  v a l i d a t e  t h e  s h e a r  s t r e s s  m o d e l  ( o r b i t a l  r o t a t i o n )  e m p l o y e d  i n  t h i s  
s t u d y  a n d  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  E C s  w e r e  i n d e e d  c a p a b l e  o f  s e n s i n g  a n d  r e s p o n d i n g  t o  
t h e  l e v e l  o f  a p p l i e d  s h e a r .  C e l l s  w e r e  m o n i t o r e d  a f t e r  2 4  h  o f  a p p l i e d  s h e a r  e s t i m a t e d  
a t  1 0  d y n e s / c m 2 .  I n  t h i s  r e g a r d ,  a  n u m b e r  o f  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  a n d  w e l l  
d o c u m e n t e d  r e s p o n s e s  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  s h e a r  s t r e s s  w e r e  m o n i t o r e d .  T h e s e  
i n c l u d e d  g r o s s  m o r p h o l o g i c a l  a n d  F - a c t i n  f i l a m e n t  r e - a l i g n m e n t  a n d  e N O S  
e x p r e s s i o n .  
C o n t r o l  r a n d o m l y  a l i g n e d ,  u n i f o r m l y  p o l y g o n a l  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  a n  
a p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  a n d  e x a m i n e d  u n d e r  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e  
f o r  g r o s s  m o r p h o l o g i c a l  r e a l i g n m e n t  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  s h e a r  v e c t o r .  A s  c a n  
b e e n  s e e n  i n  F i g  3 . 2  B ,  c e l l s  r e a l i g n e d  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  
s t a t i c  c e l l s  f o u n d  i n  F i g  3 . 2  A .  F u r t h e r  e x a m i n a t i o n  f o c u s e d  o n  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  
t h e  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  o f  t h e  c e l l s .  U s i n g  A l e x i a  P h a l l o i d i n  t o  s t a i n  t h e  F - a c t i n  
f i l a m e n t s  o f  t h e  c y t o s k e l e t o n ,  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  c e l l s  w e r e  e x a m i n e d  u s i n g  
f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 6 0 X ) .  T h e  s t a t i c  c e l l s  i n  F i g  3 . 2  C  s h o w  a  d i s o r g a n i s e d  
c e l l  w i d e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  o f  F - a c t i n .  T h e  s h e a r e d  c e l l s  i n  F i g  3 . 2  D  s h o w  a  
d r a m a t i c  r e a l i g n m e n t  o f  t h e  c y t o s k e l e t o n  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w  w i t h  c o r t i c a l  a c t i n  
f i l a m e n t s  c l e a r l y  l o c a t e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l .  
F i n a l l y  c e l l s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  s h e a r - d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  o f  
e N O S .  M a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  i n  b o t h  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  o f  e N O S  d u e  t o  l a m i n a r  s h e a r .  
F o l l o w i n g  a p p l i e d  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h ) ,  c e l l s  w e r e  e x a m i n e d  b y  
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  f o r  e N O S ,  ( F i g  3 . 2  E , F ) .  B o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r  s a m p l e s  w e r e  
m o n i t o r e d .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g  3 . 2  F ,  s h e a r  s t r e s s  d i d  p r o d u c e  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  
i n  e N O S  w i t h i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c o n t r o l s .  T o  f u r t h e r  
e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  s h e a r  s t r e s s  i n  t h i s  c o n t e x t ,  e N O S  m R N A  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  
w e r e  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h ) ,  e N O S  
m R N A  e x p r e s s i o n ,  a s  m e a s u r e d  b y  R e a l - T i m e  P C R ,  i n c r e a s e d  b y  2 . 3 h 0 . 2  f o l d  
c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c o n t r o l s  ( F i g  3 . 3  A ) .  A  s i m i l a r  i n c r e a s e  i n  e N O S  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  w a s  o b s e r v e d  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g  ( 2 . 1 h 0 . 0 2  f o l d ,  F i g  3 . 3 B ) .  
S h e a r  
P i g  3 . 2  I m a g i n g  o f  s h e a r  s t r e s s  r e s p o n s e s  i n  B A E C s .  F o l l o w i n g  
s h e a r  s t r e s s  ( 2 4  h  1 0  d y n e s l c m 2 )  c e l l s  w e r e  i m a g e d  t o  a s s e s s  s h e a r -  
d e p e n d e n t  c h a r a c t e r i s t i c s .  B r i g h t f i e l d  i m a g i n g  o f  ( A )  s t a t i c  a n d  ( B )  
s h e a r e d  c e l l s .  F - A c t i n  s t a i n i n g  o f  ( C )  s t a t i c  a n d  ( D )  s h e a r e d  c e l l s .  
e N O S  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  ( E )  s t a t i c  a n d  ( F )  s h e a r e d  
c e l l s ,  R e d  a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
C o n t r o l  S h e a r  
B  C o n t r o l  S h e a r  
-' -  -  -  
- -  
r  
Y  
C o n t r o l  S h e a r  
F i g  3 . 3  S h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  e N O S  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
a n d  m o n i t o r e d  f o r  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  ( B )  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  
f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  l e v e l  o v e r  
s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
& S E W ,  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
1 1 9  
3 . 2 . 3  S h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  e n d o t h e l i a l  T L Z M  e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  o n  e x p r e s s i o n  o f  a  
n u m b e r  o f  T h e r m o l y s i n - l i k e  z i n c  m e t a l l o p e p t i d a s e s  i n  B A E C s  w a s  e x a m i n e d .  
T h e s e  i n c l u d e d  t h e  e c t o e n z y m e s  A C E ,  E C E ,  N E P  a n d  t h e  s o l u b l e  p e p t i d a s e s  
E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6 .  
F o l l o w i n g  2 4  h  s h e a r ,  A C E  m R N A  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  
P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  a t t e n u a t e d  t o  0 . 7 5 0 . 0 3  f o l d  o f  
c o n t r o l  ( F i g  3 . 4 A ) .  A  s i m i l a r  f i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  f o r  A C E  p r o t e i n  l e v e l s ,  a s  
m e a s u r e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g ,  w i t h  a t t e n u a t i o n  t o  0 . 6 5 * 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  
3 . 4 B ) .  
F o l l o w i n g  2 4  h  s h e a r ,  E C E  m R N A  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  
P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  1 . 1  0 9 5 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  
3 . 5 A ) .  W e s t e r n  b l o t t i n g  h o w e v e r  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  a t t e n u a t i o n  i n  p r o t e i n  l e v e l s  
t o  0 . 6 9 * 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  3 . 5 B ) .  
F o l l o w i n g  2 4  h  s h e a r ,  N E P  m R N A  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  
P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  a t t e n u a t e d  t o  0 . 3 9 A 0 . 0 4  f o l d  o f  
c o n t r o l  ( F i g  3 . 6 A ) .  A  s i m i l a r  f i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  f o r  N E P  p r o t e i n  l e v e l s ,  a s  
m e a s u r e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g ,  w i t h  a t t e n u a t i o n  t o  0 . 5 1 * 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  
3 . 6 B ) .  
C o n t r o l  S h e a r  
B  
C o n t r o l  S h e a r  
1 3 ,  
8 0  k D a  
C o n t r o l  S h e a r  
F i g  3 . 4  S h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  A C E  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
a n d  m o n i t o r e d  f o r  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  ( B )  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  
f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  k S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  l e v e l  o v e r  
s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
1 2 1  
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C o n t r o l  S h e a r  
C o n t r o l  S h e a r  
B  r  1  
C o n t r o l  S h e a r  
P i g  3 . 6  S h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
a n d  m o n i t o r e d  f o r  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  ( B )  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  
f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  k S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  l e v e l  o v e r  
s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
k S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
1 2 3  
F o l l o w i n g  2 4  h  s h e a r ,  E P 2 4 , 1 5  m R N A  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  R e a l -  
T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  i n c r e a s e d  t o  1 . 3 5 * 0 . 0 9  
f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  3 . 7 A ) .  A  s i m i l a r  f i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  f o r  E P 2 4 . 1 5  p r o t e i n  
l e v e l s ,  a s  m e a s u r e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g ,  w i t h  p r o t e i n  l e v e l s  i n c r e a s e d  t o  l . W . 0 5  
f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  3 . 7 B ) .  
F o l l o w i n g  2 4  h  s h e a r ,  E P 2 4 . 1 6  m R N A  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  R e a l -  
T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  a t t e n u a t e d  t o  0 . 6 7 k 0 . 0 6  
f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  3 . 6 ~ 4 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a n t i s e r a ,  w e  
r e l i e d  e n t i r e l y  o n  m R N A  m e a s u r e m e n t s  g a t h e r e d  f r o m  R e a l - T i m e  P C R .  
C o n t r o l  S h e a r  
B  
C o n t r o l  S h e a r  
C o n t r o l  S h e a r  
F i g  3 . 7  S h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
a n d  m o n i t o r e d  f o r  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  ( B )  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  
f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  f  S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  l e v e l  o v e r  
s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
* S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
1 2 5  
C o n t r o l  S h e a r  
F i g  3 . 8  S h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  e x p r e s s i o n .  
B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  a n d  m o n i t o r e d  
f o r  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R .  ( A )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  o v e r  s t a t i c  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  
f i o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M ;  * p = O .  0 5  v e r s u s  c o n t r o l .  
3 . 3  D i s c u s s i o n  
O u r  i n i t i a l  s t u d y  f o c u s e d  p r i m a r i l y  o n  e s t a b l i s h i n g  a  s h e a r  s t r e s s  m o d e l ,  
w h i c h  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  i m p a r t  u p o n  c u l t u r e d  E C s  a  l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  t h a t  w a s  
d e t e c t a b l e  b y  t h e  c e l l s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  m o r p h o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n .  I n  t h i s  r e g a r d  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  r e s p o n s e s  o f  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  t o  s i m i l a r  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s  a s  e m p l o y e d  i n  o u r  m o d e l  a n d  h a v e  
c l e a r l y  e v i d e n c e d  a c t i n  c y t o s k e l e t a l - d r i v e n  m o r p h o l o g i c a l  r e a l i g n m e n t  i n  t h e  
d i r e c t i o n  o f  f l o w ,  w i t h  c o n c o m i t a n t  u p r e g u l a t i o n  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s h e a r  s e n s i t i v e  
g e n e s  s u c h  a s  t h o s e  e n c o d i n g  e N O S  ( N o r i a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
A p p l i c a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  i n d u c e d  a  c l e a r  
m o r p h o l o g i c a l  r e a l i g n m e n t  o f  c e l l s  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w  w a s  o b s e r v e d .  W i t h  t h e  
a i d  o f  A l e x i a  P h a l l o i d i n  t o  s t a i n  t h e  F - a c t i n  f i l a m e n t s  o f  t h e  c y t o s k e l e t o n ,  w e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  s h e a r - i n d u c e d  m o r p h o l o g i c a l  r e a l i g n m e n t  o c c u r r e d  i n  p a r a l l e l  
w i t h  a c t i n  r e a l i g n m e n t  i n d i c a t i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  c y t o s k e l e t a l  r e o r g a n i s a t i o n  i n  
c e l l u l a r  r e s p o n s e s  t o  f l o w .  I t  w a s  c o n c l u d e d  a t  t h i s  p o i n t  t h a t  n o t  o n l y  c o u l d  t h e  
c u l t u r e d  c e l l s  s e n s e  t h e  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s  b e i n g  a p p l i e d  t o  t h e m  b y  o u r  m o d e l ,  b u t  
a l s o  t h a t  t h e y  r e s p o n d e d  i n  a n  e x p e c t e d  m a n n e r .  
U p o n  c o m m e n c e m e n t  o f  s h e a r  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h ) ,  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  
b o t h  r n R N A  a n d  p r o t e i n  f o r  t h e  k n o w n  s h e a r  s t r e s s - r e s p o n s i v e  e n z y m e  e N O S  w e r e  
m e a s u r e d .  
A f t e r  2 4  h  o f  s h e a r  s t r e s s ,  o v e r  a  t w o - f o l d  i n c r e a s e  i n  b o t h  m R N A  a n d  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  o f  e N O S  w a s  o b s e r v e d .  A g a i n  t h i s  c o n f i r m s  t h a t  t h e  l e v e l s  o f  
s h e a r  s t r e s s  a p p l i e d  i n  o u r  m o d e l  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  m i m i c  o t h e r  i n  v i t r o  s t u d i e s  a n d  
i n d u c e d  r e s p o n s e s  a l s o  s e e n  i n  i n  v i v o  m o d e l s  ( S e a r l e s ,  2 0 0 6 ) .  
N e x t ,  w e  t u r n e d  o u r  a t t e n t i o n  t o  s h e a r - m e d i a t e d  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  f a m i l y  
m e m b e r s .  A  l i m i t e d  n u m b e r  o f  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  s h e a r  s t r e s s  
r e s p o n s i v e n e s s  i n  m e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y ,  n a m e l y  E C E  a n d  A C E  ( M o r a w i e t z  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ;  M a s a t s u g u  e t  a 1 . , 2 0 0 3 ;  R i e d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  I n d e e d ,  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  
t h e  E C E  g e n e  i s  k n o w n  t o  h o u s e  a t  l e a s t  f o u r  c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e s .  S t u d i e s  
f o l l o w i n g  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  t h e  E C E  p r o m o t e r  r e g i o n  f o c u s e d  o n  p o s s i b l e  r e g u l a t i o n  
o f  e x p r e s s i o n  b y  s h e a r  s t r e s s .  W o r k  c a r r i e d  o u t  b y  M o r a w i e t z  e t  a l . ,  o n  H U V E C s ,  
h a v e  s h o w n  a  c l e a r  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  ( 3 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  a t t e n u a t i o n  o f  E C E  
m R N A  t o  3 6 . 2 %  o f  c o n t r o l  ( M o r a w i e t z  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  M a s a t s u g u  e t  a l . ,  h a v e  a l s o  
s h o w n  a  c l e a r  d o w n - r e g u l a t i o n  i n  E C E  e x p r e s s i o n  d u e  t o  s h e a r  s t r e s s .  E C E  m R N A  
l e v e l s  w e r e  a t t e n u a t e d  b y  s h e a r  s t r e s s  ( 1 5  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  t o  1 5 %  o f  c o n t r o l  
( M a s a t s u g u  e t  a 1 . , 2 0 0 3 ) .  F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s ,  a  3 1 %  r e d u c t i o n  i n  t h e  l e v e l s  o f  
E C E  p r o t e i n  w e r e  m e a s u r e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y ,  h o w e v e r ,  l e v e l s  o f  E C E  m R N A  
r e m a i n e d  u n c h a n g e d  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  T h i s  d i s p a r i t y  b e t w e e n  
s t u d i e s  a n d  i n d e e d  b e t w e e n  o u r  m R N A  a n d  p r o t e i n  r e s u l t s  i s  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  
l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  a p p l i e d .  
T h e s e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s t u d i e s  e m p l o y e d  h i g h e r  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s ,  
t h u s  i s  c a n  b e  h y p o t h e s i z e d  t h a t  a  h i g h e r  l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  w a s  n e e d e d  t o  a l t e r  
m R N A  e x p r e s s i o n .  I n  a d d i t i o n  p r o t e i n  l e v e l s  c o u l d  h a v e  b e e n  a t t e n u a t e d  t h r o u g h  a  
s h e a r - i n d u c e d  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  s y s t e m s .  A t t e n u a t i o n  o f  E C E  
e x p r e s s i o n  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  s h e a r  s t r e s s  i s  a  l o g i c a l  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e ,  i n  
t h a t  E C E  f u n c t i o n s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e n d o t h e l i n ,  a  p o t e n t  v a s o c o n s t r i c t i v e  
p e p t i d e .  L o w e r  l e v e l s  o f  E C E  w i l l  r e s u l t  i n  l o w e r  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  e n d o t h e l i n  
a n d  h e n c e  r e d u c e  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  i n  t u r n  l e s s e n  t h e  l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  
e x p e r i e n c e d  b y  t h e  e n d o t h e l i u m .  
P r e v i o u s  w o r k  h a s  a l s o  c e n t r e d  o n  A C E  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  r o l e  o f  s h e a r  
s t r e s s  i n  i t s  r e g u l a t i o n  ( R i e d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
L i k e  E C E ,  a  c l a s s i c  S S R E  w a s  
i d e n t i f i e d  i n  t h e  A C E  p r o m o t e r  r e g i o n .  H o w e v e r ,  u p o n  c l o s e r  s t u d y  t h i s  e l e m e n t  
w a s  e v i d e n c e d  t o  b e  n o n - f u n c t i o n a l .  A  s i m i l a r  s t u d y  d i d  h o w e v e r  i d e n t i f y  t w o  n o v e l  
S S R E  s e q u e n c e s  w i t h i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n .  T h e s e  s e q u e n c e s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  
r e s p o n s i b l e  f o r  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  A C E  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  l e v e l s .  I n  
t h i s  s t u d y ,  R i e d e r  e t  a l . ,  d e m o n s t r a t e d  a  s h e a r - i n d u c e d  ( 2 0  d y n e s / c m 2 , 1 8  h )  
a t t e n u a t i o n  o f  b o t h  A C E  r n R N A  a n d  a c t i v i t y  o f  8 6 %  a n d  4 0 . 7 %  r e s p e c t i v e l y  i n  
B P A E C s .  I n  o u r  s t u d y ,  e x p o s u r e  o f  B A E C s  t o  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  c a u s e d  a  3 0 %  
a n d  3 5 %  r e d u c t i o n  i n  A C E  m R N A  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s ,  r e s p e c t i v e l y .  
W h i l s t  g r e a t e r  l e v e l s  o f  s h e a r - i n d u c e d  A C E  a t t e n u a t i o n  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d ,  
w e  h y p o t h e s i z e d  t h a t ,  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  t o  E C E ,  t h e s e  d i s p a r i t i e s  w e r e  a s  a  r e s u l t  
o f  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l  o f  s h e a r  s t r e s s  a p p l i e d  a n d  i n d e e d  c o u l d  a l s o  b e  
a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  d i f f e r i n g  c e l l  t y p e s  e m p l o y e d .  A g a i n ,  s h e a r  s t r e s s  i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  A C E  e x p r e s s i o n  i s  a  m e t h o d  b y  w h i c h  t h e  v a s c u l a t u r e  a l t e r s  l e v e l s  o f  
v a s o c o n s t r i c t o r  p e p t i d e s .  A C E  h c t i o n s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  A n g  11, a  p o t e n t  
v a s o c o n s t r i c t o r .  W i t h  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i n g  A C E  e x p r e s s i o n ,  a  c o n c o m i t a n t  
r e d u c t i o n  i n  c i r c u l a t i n g  A n g  I1 w o u l d  b e  e x p e c t e d ,  r e s u l t i n g  i n  a n  o v e r a l l  r e d u c t i o n  
o f  v a s o c o n s t r i c t i v e  p e p t i d e s  a n d  h e n c e  l o w e r  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  s h e a r  s t r e s s  
e x p e r i e n c e d  b y  t h e  v a s c u l a t u r e .  
E x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e  N E P  w a s  a l s o  e x a m i n e d  f o r  
s e n s i t i v i t y  t o  s h e a r  s t r e s s .  P r e v i o u s l y  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  
t h e  N E P  g e n e  d o e s  c o n t a i n  a  c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e ,  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  i n  t h e  
E C E  g e n e  p r o m o t e r  r e g i o n  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  L i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  I n  o u r  s t u d y ,  e x p o s u r e  
o f  B A E C s  t o  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  c a u s e d  a  6 1 %  a n d  4 9 %  r e d u c t i o n  i n  N E P  m R N A  
a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s ,  r e s p e c t i v e l y .  T o  o u r  k n o w l e d g e ,  t h i s  i s  t h e  f i r s t  s t u d y  
t o  i n d i c a t e  a  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s  i n  r e g u l a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  
N E P  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a c t  b y  d e g r a d i n g  a  n u m b e r  o f  v a s o d i l a t o r y  p e p t i d e s ,  s u c h  a s  
t h o s e  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  f a m i l y .  H e n c e  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  
r e d u c t i o n  i n  e x p r e s s i o n  o f  b o t h  N E P  m R N A  a n d  p r o t e i n  i s  a  m e c h a n i s m  t h r o u g h  
w h i c h  t h e  e n d o t h e l i u m  r e g u l a t e s  v e s s e l  t o n e ,  s u c h  t h a t ,  l o w e r  l e v e l s  o f  N E P  w i l l  
r e s u l t  i n  p o t e n t a t i o n  o f  t h e  v a s o d i l a t o r y  e f f e c t s  o f  t h e  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e s .  
O t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  h a v e  a l s o  b e e n  e x a m i n e d  f o r  s h e a r -  
d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  i n  B A E C s ,  n a m e l y  t h e  r e l a t e d  e n d o p e p t i d a s e s ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  
E P 2 4 . 1 6 .  R e c e n t l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  b o t h  
p e p t i d a s e s  a r e  s e n s i t i v e  t o  r e g u l a t i o n  b y  c y c l i c  s t r a i n .  C i r c u m f e r e n t i a l  s t r a i n  c a u s e s  
a n  o u t w a r d  t e n s i o n  i n  t h e  v e s s e l  w a l l ,  s t r e t c h i n g  t h e  e n d o t h e l i a l  l a y e r  a s  b l o o d  f l o w s  
t h r o u g h  t h e  v e s s e l .  C o t t e r  e t  a l ,  i n  2 0 0 3 ,  c o n c l u s i v e l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  s e n s i t i v i t y  
o f  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( 5 % ,  2 4  h ) ,  w i t h  i n c r e a s e s  i n  b o t h  
p e p t i d a s e s  o f  2 . 3  a n d  1 . 9  f o l d ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  a d d i t i o n ,  a  c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e  
h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  E P 2 4 . 1 5  p r o m o t e r  r e g i o n  a l l o w i n g  u s  t o  h y p o t h e s i z e  t h a t  
t h i s  p e p t i d a s e  m a y  a l s o  b e  s e n s i t i v e  t o  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e  o f  s h e a r  s t r e s s .  
F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s ,  w e  m e a s u r e d  a n  i n c r e a s e  o f  1 . 3 5  f o l d  a n d  1 . 6  f o l d ,  i n  
e x p r e s s i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  r e s p e c t i v e l y ,  s u g g e s t i n g  a  r o l e  f o r  
b o t h  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  e x p r e s s i o n  w i t h i n  t h e  
v a s c u l a t u r e .  I n d e e d  E P 2 4 . 1 5  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  d e g r a d e  A n g  I  t o  A n g - ( 1 - 7 ) ,  
r e s u l t i n g  i n  v a s o d i l a t i o n  ( i . e .  v i a  a  r e d u c t i o n  i n  a v a i l a b l e  A n g  I  f o r  c o n v e r s i o n  t o  
A n g  1 1 ,  a n d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  A n g - ( 1 - 7 ) ,  a  S M C  r e l a x a n t ) .  
S h e a r  s t r e s s  i n d u c e d  a n  a t t e n u a t i o n  o f  3 3 %  i n  E P 2 4 . 1 6  m R N A  e x p r e s s i o n  
l e v e l s .  D a t a  r e l i e d  o n l y  o n  m R N A  r e a d i n g s  d u e  t o  t h e  l a c k  o f  a  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  E P 2 4 . 1 6  a n t i s e r a .  T h i s  r e d u c t i o n  i n  e x p r e s s i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  i s  a  l o g i c a l  
r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s  b y  t h e  v a s c u l a t u r e  a n d  l i k e l y  r e f l e c t s  t h e  p e p t i d a s e s '  a b i l i t y  
t o  d e g r a d e  b r a d y k i n i n  ( B K )  a  k n o w n  p o t e n t  v a s o d i l a t o r .  
A  s t u d y  b y  N o r m a n  e t  a l ,  i n d i c a t e d  a  r o l e ,  p r e d o m i n a n t l y  f o r  E P 2 4 . 1 6 ,  i n  B K  
d e g r a d a t i o n ,  w i t h  i n h i b i t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  r e s u l t i n g  i n  p o t e n t a t i o n  o f  B K - i n d u c e d  
v a s o d i l a t i o n  i n  r a b b i t s  ( N o r m a n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h u s  a  s h e a r - d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  i n  
e x p r e s s i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  a  v a s o d i l a t o r y  e f f e c t  b y  
m a i n t a i n i n g  e n h a n c e d  B K  l e v e l s .  T o  o u r  k n o w l e d g e  t h i s  i s  t h e  f i r s t  s t u d y  t o  s h o w  
s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  e x p r e s s i o n  
l e v e l s .  
3 . 4  C o n c l u s i o n  
W e  h a v e  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  a b i l i t y  o f  c u l t u r e d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  t o  n o t  
o n l y  s e n s e  b u t  a l s o  r e s p o n d  t o  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e  o f  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  B A E C  
m o d e l  e m p l o y e d .  W e  f u r t h e r  s o u g h t  t o  e x p a n d  o n  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s  
w h i c h  s h o w  a  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  v e s s e l  t o n e  v i a  v a s o a c t i v e  
p e p t i d a s e s .  T o  t h i s  e n d  w e  m e a s u r e d  r n R N A  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  A C E ,  
E C E ,  E P 2 4 . 1 5 ,  E P 2 4 . 1 6  a n d  N E P  u n d e r  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s .  W e  
c o n c l u s i v e l y  d e m o n s t r a t e d  a  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  o f  
t h e s e  p e p t i d a s e s .  W h i l s t  i n  s o m e  c a s e s  t h e  a b s o l u t e  d e g r e e  o f  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n  
l e v e l s  m a y  h a v e  d i f f e r e d  f r o m  t h o s e  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d ,  t h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  o n  
t h e  b a s i s  o f  d i f f e r i n g  c e l l  t y p e s  e m p l o y e d  a n d  l e v e l s  o f  s h e a r  a p p l i e d .  M o r e o v e r ,  w e  
e v i d e n c e d  s i m i l a r  t r e n d s  t o  p r e v i o u s  s t u d i e s  a n d  i d e n t i f i e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e ,  o t h e r  
p e p t i d a s e s  ( N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6 )  w i t h i n  t h e  T L Z M  f a m i l y  s u s c e p t i b l e  t o  
r e g u l a t i o n  b y  p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s .  
Further chapters wiIl focus on the identification of the cellular signalling 
mechanisms by which shear stress putatively reguIates zinc rnetallopeptidase 
expression in vascular endotheIial cells and in the case of previously unidentified 
shear sensitive peptidases, they will show for the first time the processes that 
regulate their expression. 
C h a p t e r  4  R e s u l t s  -  S e c t i o n  2  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
A s  s h e a r - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  z i n c  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n  i n  
v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  ( c h a p t e r  3 ) ,  o u r  a t t e n t i o n  t u r n e d  t o  t h e  
m e c h a n i s m s  t h r o u g h  w h i c h  s h e a r  s t r e s s  m e d i a t e s  i t s  e f f e c t s .  A  k n o w n  i n t e r m e d i a t e  
o f  h e m o d y n a m i c  r e g u l a t i o n  o f  v a s o a c t i v e  m o l e c u l e s  i s  b o t h  r e a c t i v e  a n d  n o n  
r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s .  S h e a r  s t r e s s  i s  k n o w n  t o  e l i c i t  e n d o t h e l i a l  R O S  p r o d u c t i o n .  
O s c i l l a t o r y  s h e a r  s t r e s s ,  s u c h  a s  t h a t  s e e n  a t  v e s s e l  b i f u r c a t i o n  a n d  c u r v a t u r e s ,  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  p r o d u c e  a  r a p i d  a n d  p r o l o n g e d  i n c r e a s e  i n  R O S  p r o d u c t i o n .  
F u r t h e r m o r e ,  t h i s  i n c r e a s e  i n  R O S  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  r e a c h  t o x i c  l e v e l s  u n d e r  
s u c h  c o n d i t i o n s .  R O S  l e v e l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  2 - 3  f o l d  o v e r  c o n t r o l  
u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  o s c i l l a t o r y  s h e a r  w i t h i n  2  h  a n d  r e m a i n  h i g h  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  
s h e a r  a p p l i e d  ( D e  K e u l e n a e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h e  t o x i c  l e v e l s  o f  R O S  p r o d u c e d  b y  s u c h  
d i s t u r b e d  b l o o d  f l o w  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  l e a d  t o  e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n ,  v i a  e N O S  
d i s r u p t i o n ,  a p o p t o t i c  p a t h w a y  a c t i v a t i o n ,  l i p i d  o x i d a t i o n  a n d  e v e n t u a l l y  t o  l e a d  t o  
a c t i v a t i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  a n d  p r o - a t h e r o s c l e r o t i c  m e c h a n i s m s .  
C o n v e r s e l y ,  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s ,  s u c h  a s  t h a t  s e e n  i n  l o n g  u n b r a n c h e d  
a r t e r i a l  s e c t i o n s ,  b e e n  s h o w n  t o  p r o d u c e  a  r a p i d ,  b u t  t r a n s i e n t ,  i n c r e a s e  i n  e n d o t h e l i a l  
R O S .  T h i s  " R O S  b u r s t "  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  i s  a  n o n - t o x i c  e v e n t  w h i c h  d i s s i p a t e s  
o v e r  t i m e  ( w i t h i n  3 - 4  h )  d u e  t o  b o t h  a  d r o p  i n  o v e r a l l  R O S  p r o d u c t i o n  a n d  a n  
i n c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  o f  a n t i - o x i d a n t  m e c h a n i s m s  ( D e  K e u l e n a e r  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  
T h e s e  a n t i - o x i d a n t  m e c h a n i s m s ,  s u c h  a s  S O D  a n d  c a t a l a s e  e x p r e s s i o n ,  t h u s  
l e a d  t o  t h e  s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  a n d  h e n c e  
a v o i d a n c e  o f  t h e  d y s f u n c t i o n a l  s t a t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o - i n f l a m m a t o r y  a n d  p r o -  
a t h e r o s c l e r o t i c  m e c h a n i s m s  i n d u c e d  b y  d i s t u r b e d  f l o w .  
T r a n s i e n t  R O S  b u r s t s  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  h a v e  b e e n  e v i d e n c e d  t o  p l a y  r o l e s  
a s  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  i n  a  n u m b e r  o f  p a t h w a y s ,  w i t h  t h e  a b i l i t y  t o  i n f l u e n c e  c e l l  
f a t e  d e c i s i o n s .  A m o n g  t h e  R O S - s e n s i t i v e  m e c h a n i s m s  p r e s e n t  i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  
a p o p t o t i c  p a t h w a y s  a r e  o f  p r i m e  i m p o r t a n c e .  A p o p t o s i s  s i g n a l l i n g  k i n a s e  ( A S K -  1 )  
i s  a  M A P  k i n a s e  k i n a s e  k i n a s e  l o c a t e d  d o w n s t r e a m  f r o m  a  s h e a r - s e n s i t i v e  k i n a s e ,  
w h i c h  c o n f e r s  o n  t h e  c e l l  t h e  a b i l i t y  t o  r e g u l a t e  a p o p t o s i s  i n  a  s h e a r - d e p e n d e n t  
m a n n e r .  A S K - 1  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n h i b i t e d  b y  t h i o r e d o x i n - 1  ( T r x - 1 ) ,  w i t h  T r x -  
1  i t s e l f  b e i n g  i n h i b i t e d  b y  t h i o r e d o x i n  i n t e r a c t i n g  p r o t e i n  ( T x n i p ) .  T h i s  l a t t e r  p r o t e i n  
h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  b e  s h e a r  s e n s i t i v e ,  c o n f i r m i n g  t h e  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t o r y  
e f f e c t s  o n  a p o p t o s i s .  I n c r e a s e d  s t a t e s  o f  o x i d a t i v e  s t r e s s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
r e l e a s e  T r x - 1  f r o m  A S K - 1  a n d ,  h e n c e ,  n o t  o n l y  i m p l i c a t e  s h e a r  b u t  a l s o  R O S  i n  
t h e s e  a p o p t o t i c  p r o c e s s e s  ( H a r r i s o n ,  2 0 0 5 ) .  I n d e e d ,  t h e  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  
T r x - 1  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  R O S - s e n s i t i v e  p h e n o m e n o n ,  w i t h  l o w  
l e v e l s  o f  R O S ,  s u c h  a s  t h o s e  t r a n s i e n t l y  p r o d u c e d  b y  l a m i n a r  s h e a r ,  i n c r e a s i n g  T r x -  1  
e x p r e s s i o n  ( H a e n d e l e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
W i t h i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r - i n d u c e d  R O S  t o  a f f e c t  e x p r e s s i o n  
o f  z i n c  m e t a l l o p e p t i d a s e s  r e p r e s e n t s  a  p o t e n t i a l l y  i m p o r t a n t  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m .  
I n  t h i s  r e g a r d ,  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  e v i d e n c e d  a  r o l e  f o r  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  
s u p e r o x i d e  a n i o n  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  E C E  a n d  E T - 1  l e v e l s  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
M a s a t s u g u  e t  a l ,  h a v e  p u b l i s h e d  e v i d e n c e  t h a t  s h o w s  t h a t  n o t  o n l y  d o e s  
l a m i n a r  s h e a r  ( 1 5  d y n e s / c m 2 )  i n d u c e  a  R O S  b u r s t  w i t h i n  B A E C s  b u t  t h a t  t h i s  b u r s t  
o f  R O S  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  a t t e n u a t i o n  o f  E C E  a n d  E T - 1  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  ( M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h i s  i s ,  t o  o u r  k n o w l e d g e ,  t h e  o n l y  p u b l i s h e d  
s t u d y  w h i c h  c l e a r l y  l i n k s  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  R O S  p r o d u c t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  a  
m e m b e r  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y .  U s i n g  o u r  e x p e r i m e n t a l  p a r a d i g m  i t  w a s  d e c i d e d  t o  
e x a m i n e  t h e  p o t e n t i a l  e f f e c t s  o f  R O S  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  
A C E ,  E C E ,  N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6 .  T o  t h i s  e n d ,  w e  f i r s t l y  s o u g h t  t o  a s c e r t a i n  
t h e  a b i l i t y  o f  o u r  s h e a r  s t r e s s  m o d e l  t o  p r o d u c e  a  t r a n s i e n t  R O S  b u r s t  i n  r e s p o n s e  t o  
l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s .  W e  t h e n  s o u g h t  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  d i s t i n c t  o x y g e n  
s p e c i e s  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  i n  u n s h e a r e d  E C s .  F i n a l l y ,  w e  s o u g h t  t o  d e t e r m i n e  i f  
a n t i o x i d a n t s  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  t h e  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  
o f  t h e  p e p t i d a s e s  u n d e r  s t u d y  a n d  h e n c e  p r o v i d e  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  o f  t h e  r o l e  o f  
R O S  a s  m e d i a t o r s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  b y  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  i n  
v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
4 . 2  R e s u l t s  
4 . 2 . 1  M e a s u r e m e n t  o f  l a m i n a r  s h e a r - i n d u c e d  e x t r a c e l l u l a r  R O S  p r o d u c t i o n  
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r  s t r e s s  t o  a l t e r  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  
c e l l ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  a  k n o w n  
p r e c u r s o r  o f  m a n y  o t h e r  o x y g e n  s p e c i e s  w i t h i n  t h e  e n d o t h e l i u m .  L e v e l s  o f  
s u p e r o x i d e  a n i o n  r e l e a s e d  b y  e n d o t h e l i a l  c e l l s  i n t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  u n d e r  s t a t i c  
a n d  s h e a r e d  c o n d i t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  t h r o u g h  u s e  o f  a  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y .  
F e r r i c y t o c h r o m e  C  i s  k n o w n  t o  r e a c t  w i t h  s u p e r o x i d e  a n i o n  t o  f o r m  f e r r o c y t o c h r o m e  
C .  T h i s  r e d u c t i o n  b y  s u p e r o x i d e  a n i o n  r e s u l t s  i n  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o -  
e f f i c i e n t  o f  t h e  s u b s t a n c e  a n d  h e n c e  a  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  l e v e l s  a t  a  f i x e d  
w a v e l e n g t h .  T h u s ,  a  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  l e v e l  i s  t a k e n  a s  a  r e a d i n g  o f  s u p e r o x i d e  
a n i o n  p r o d u c t i o n  ( T a r p e y ,  W i n k  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  S a m p l e s  o f  b o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  
c e l l s  w e r e  m e a s u r e d  a t  r e g u l a r  t i m e  p o i n t s  a n d  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  l e v e l s  a t  
5 5 0  n m  w a s  g r a p h e d .  S h e a r  s t r e s s  a t  1 0  d y n e s / c m 2  p r o d u c e d  a  r a p i d  i n c r e a s e  o f  
s u p e r o x i d e  a n i o n  r e l e a s e ,  w i t h  l e v e l s  i n c r e a s i n g  a f t e r  1 0  r n i n  o f  s h e a r  a n d  r e a c h i n g  a  
m a x i m a l  p o i n t  o f  u p  t o  a n  8  f o l d  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s t a t i c  ( 0 . 0 5 )  a n d  s h e a r e d  ( 0 . 4 2 )  
s a m p l e s  b e t w e e n  6 0  a n d  9 0  m i n  b e f o r e  b e g i n n i n g  t o  d e c r e a s e  ( F i g .  4 . 1 ) .  

4 . 2 . 2  M e a s u r e m e n t  o f  l a m i n a r  s h e a r - i n d u c e d  i n t r a c e l l u l a r  R O S  p r o d u c t i o n  
I n  o r d e r  t o  m e a s u r e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  r e l e a s e  o f  R O S  a n d  h e n c e  t h e  m o s t  
r e a d i l y  a v a i l a b l e  s o u r c e  o f  o x y g e n  s p e c i e s  f o r  p a r t i c i p a t i o n  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  
r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n ,  d i h y d r o e t h i d i u m ,  a  s u p e r o x i d e  a n i o n  s p e c i f i c ,  c e l l -  
p e r m e a b l e  f l u o r e s c e n t  d y e  w a s  e m p l o y e d .  T h i s  d y e  p r o d u c e s  a  m i l d l y  f l u o r e s c e n t  
b l u e l p u r p l e  c y t o p l a s m  i n  d y e d  c e l l s .  U p o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  s u p e r o x i d e  
a n i o n ,  t h e  d y e  w i l l  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h i s  R O S  t o  r e s u l t  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
e t h i d i u m .  E t h i d i u m  b i n d s  n u c l e i c  a c i d  a n d  h e n c e  r e s u l t s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  
f l u o r e s c e n t  r e d l o r a n g e  n u c l e u s .  I n c r e a s e s  i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  n u c l e a r  s t a i n i n g  a r e  
t a k e n  a s  a n  i n c r e a s e  i n  R O S  p r o d u c t i o n  ( T a r p e y ,  W i n k  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  C e l l s  w e r e  
e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  3  h )  a n d  e v e r y  h o u r ,  w e r e  d y e d  w i t h  
d i h y d r o e t h i d i u m  a n d  o b s e r v e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y .  A n  i n c r e a s e  
i n  R O S  p r o d u c t i o n  w a s  e v i d e n t  a f t e r  1  h  ( F i g  4 . 2 ,  i v )  i n  s h e a r e d  s a m p l e s ,  r i s i n g  t o  a  
m a x i m u m  a f t e r  2  h  ( F i g  4 . 2 ,  v i )  a n d  d r o p p i n g  o n c e  a g a i n  a f t e r  3 h  ( F i g  4 . 2 ,  v i i i ) .  
T h e s e  i m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  r a p i d  b u t  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  i n  R O S  p r o d u c t i o n  i n  
s h e a r e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c o n t r o l s .  
S h e a r  
F i g  4 . 2  S h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  p r o d u c t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  s u p e r o x i d e  
a n i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0 d y n e s / c m 2 ,  1 - 3  h ) ,  a t  
e a c h  h o u r l y  i n t e r v a l  c e l l s  w e r e  d y e d  w i t h  d i h y d r o e t h i d i u m  ( 1 0  p M ,  1 5  
m i n ) ,  w a s h e d  t w i c e  a n d  m o n i t o r e d  f o r  R O S  p r o d u c t i o n  u s i n g  s t a n d a r d  
f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  
f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  
4 . 2 . 3  R e s p o n s e  i n  T L Z M  e x p r e s s i o n  t o  R O S  p r o d u c t i o n  
W e  n e x t  s o u g h t  t o  e l u c i d a t e  t h e  e f f e c t s  o f  a  c h a n g e  i n  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  
t h e  c e l l  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  u n d e r  s t a t i c  o r  " u n s h e a r e d "  c o n d i t i o n s .  S p e c i f i c a l l y ,  
w e  s o u g h t  t o  a s c e r t a i n  t h e  e f f e c t  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n  a n d  t h e  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  
s t a b l e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  o n  m e t a l l o p e p t i d a s e  m R N A  e x p r e s s i o n .  T o  t h i s  e n d ,  
c u l t u r e d  B A E C s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  A n g  I 1  ( 0 . 1  p M ) ,  a  k n o w n  s u p e r o x i d e  a n i o n  
i n d u c e r ,  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 1 0  p M )  f o r  8  a n d  2 4  h r  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  
a r t i f i c i a l l y  i n d u c e d  o x i d a t i v e  s t a t e s  w e r e  e m p l o y e d  t o  m i m i c  t h e  s h e a r  s t r e s s  i n d u c e d  
c h a n g e  i n  R O S  l e v e l s  w i t h  i n c u b a t i o n  t i m e s  s e l e c t e d  t o  c o i n c i d e  w i t h  t h e  t r a n s i e n t  
n a t u r e  o f  t h e  s h e a r  i n d u c e d  R O S  b u r s t .  F o l l o w i n g  t r e a t m e n t ,  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  f o r  c h a n g e s  i n  m R N A  l e v e l s .  
A C E  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  a t t e n u a t e d  b y  b o t h  A n g  11 
a n d  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  A n g  11 
i n c u b a t i o n  r e s u l t e d  i n  a n  a t t e n u a t i o n  t o  0 . 7 7 k 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 3  A ) ,  w h i l s t  
H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  a t t e n u a t e d  l e v e l s  o f  m R N A  t o  0 . 6 9 k 0 . 0 7  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 3  
B ) .  
E C E  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  m a r g i n a l l y  a t t e n u a t e d  b y  
b o t h  A n g  I 1  a n d  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n .  A n g  I 1  i n c u b a t i o n  r e s u l t e d  i n  a  s l i g h t  a t t e n u a t i o n  
t o  0 . 8 6 f 0 . 0 8  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 4  A ) ,  w h i l s t  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  a t t e n u a t e d  l e v e l s  
o f  m R N A  t o  0 . 8 W 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 4  B ) .  H o w e v e r ,  i n  b o t h ,  t h e  l e v e l  o f  
a t t e n u a t i o n  w a s  n o t  d e e m e d  t o  b e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( F i g  4 . 4 A + B ) .  
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F i g  4 . 4  E C E  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  s t a t i c  B A E C s  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  
o f  R O S .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  ( A )  0 . 1  p M  A n g  I 1  f o r  8  h ,  o r  ( B )  1 0  
p M  H 2 0 ,  f o r  2 4  h  a n d  m o n i t o r e d  f o r  E C E  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l -  
T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n  o v e r  
u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
* S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  
1 4 4  
N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  a t t e n u a t e d  b y  b o t h  A n g  I 1  
a n d  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  A n g  I 1  
i n c u b a t i o n  r e s u l t e d  i n  a n  a t t e n u a t i o n  t o  0 . 7 3 k 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 5  A ) ,  w h i l s t  
H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  a t t e n u a t e d  l e v e l s  o f  m R N A  t o  0 . 5 3 * 0 . 1 2  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 5  
B ) .  
E P 2 4 . 1 5  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  i n c r e a s e d  b y  b o t h  A n g  
I 1  a n d  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  t o  a  s i m i l a r  d e g r e e  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  A n g  I 1  
i n c u b a t i o n  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  t o  1 . 5 8 * 0 . 1 6  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 6  A ) ,  w h i l s t  
H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  m R N A  t o  1 . 4 9 * 0 . 1  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 6  B ) .  
E P 2 4 . 1 6  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  a t t e n u a t e d  b y  b o t h  A n g  
I 1  a n d  H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  i n  a  s i m i l a r  e x t e n t  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  A n g  I 1  
i n c u b a t i o n  r e s u l t e d  i n  a n  a t t e n u a t i o n  t o  0 . 7 9 * 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 7  A ) ,  w h i l s t  
H 2 0 2  s t i m u l a t i o n  a t t e n u a t e d  l e v e l s  o f  m R N A  t o  0 . 7 2 * 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( F i g  4 . 7  
B ) .  
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F i g  4 . 5  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  s t a t i c  B A E C s  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  
o f  R O S .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  ( A )  0 . 1  p M  A n g  I 1  f o r  8  h ,  o r  ( B )  1 0  
p M  H 2 0 2  f o r  2 4  h  a n d  m o n i t o r e d  f o r  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l -  
T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n  o v e r  
u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  
1 4 6  
C o n t r o l  A n g  I I  
C o n t r o l  " 2 0 2  
F i g  4 . 6  E P 2 4 . 1 5  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  s t a t i c  B A E C s  f o l l o w i n g  
i n d u c t i o n  o f  R O S .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  ( A )  0 . 1  p M  A n g  I 1  f o r  8  h ,  
o r  ( B )  1 0  p M  H 2 0 2  f o r  2 4  h  a n d  m o n i t o r e d  f o r  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  
e x p r e s s i o n  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  
1 4 7  
C o n t r o l  A n g  I I  
C o n t r o l  H 2 0 2  
F i g  4 . 7  E P 2 4 . 1 6  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  s t a t i c  B A E C s  f o l l o w i n g  
i n d u c t i o n  o f  R O S .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  ( A )  0 . 1  p M  A n g  I 1  f o r  8  h ,  
o r  ( B )  1 0  p M  H , O ,  f o r  2 4  h  a n d  m o n i t o r e d  f o r  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  
e x p r e s s i o n  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  
1 4 8  
4 . 2 . 4  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  
e x p r e s s i o n  
N e x t  i t  w a s  s o u g h t  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n .  A n t i o x i d a n t s  w e r e  e m p l o y e d  t o  
s c a v e n g e  a n d  m e t a b o l i z e  o x y g e n  s p e c i e s  a n d  i n  t h i s  w a y  a t t e n u a t e  t h e i r  e f f e c t s .  T o  
t h i s  e n d ,  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  A C E ,  E C E ,  N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  u n d e r  s h e a r  c o n d i t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  
o f  t h r e e  d i f f e r e n t i a l l y  a c t i n g  a n t i o x i d a n t s .  
A n t i o x i d a n t s  e m p l o y e d  w e r e :  1 )  N - A c e t y l - L - c y s t e i n e  ( N A C ) ,  a  b r o a d  
s p e c t r u m  a n t i o x i d a n t  w h i c h  a c t s  t o  i n c r e a s e  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  g l u t a t h i o n e ,  a  m a j o r  
d e t o x i f i c a t i o n  e n z y m e ,  k n o w n  t o  d e c r e a s e  l e v e l s  o f  a l l  o x y g e n  s p e c i e s .  2 )  C a t a l a s e  
( C A T ) ,  w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  b r e a k d o w n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  o x y g e n  a n d  w a t e r .  
3 )  S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S O D ) ,  w h i c h  a c t s  s p e c i f i c a l l y  o n  s u p e r o x i d e  a n i o n  t o  
e v e n t u a l l y  p r o d u c e  o x y g e n  a n d  w a t e r .  
4 . 2 . 4 . 1  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  A C E  
e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  N A C  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  A C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  A C E  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 6 7 k 0 . 0  1  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  A C E  m R N A  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  1 . 0 3 * 0 . 0 8  f o l d  
o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C  ( F i g  4 . 8  A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  C A T  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  A C E  r n R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  A C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 6 + 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  A C E  r n R N A  w e r e  
t h e n  r a i s e d  t o  1 . 1  l z t 0 . 0 2  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C A T  
( F i g  4 . 8  B ) .  
F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  S O D  o n  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  A C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  A C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 6 2 k 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  A C E  m R N A  w e r e  
t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 7 k 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S O D  
( F i g  4 . 8  C ) .  
C o n t r o l  C o n t r o l  + N A C  S h e a r  
C  
C o n t r o l  C o n t r o l + C A T  S h e a r  S h e a r + C A T  
C o n t r o l  C o n t r o l + S O D  S h e a r  
S h e a r + S O D  
F i g  4 . 8  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  A C E  e x p r e s s i o n .  
B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  i n  t h e  a b s e n c e  
a n d  p r e s e n c e  o f  a n t i o x i d a n t s  ( A )  5  m M  N A C  o r  ( B )  1 0 0 0  U / m l  C A T  o r  
( C )  1 0 0  U / m l  S O D ,  a n d  m o n i t o r e d  f o r  A C E  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  
R e a l - T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n  o v e r  
u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
4 . 2 . 4 . 2  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  E C E  
e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  N A C  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E C E  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  n o t  s h o w n  t o  b e  
s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d ,  0 . 9 4 h 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E C E  m R N A  a g a i n  s h o w e d  
n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C ,  
0 . 9 9 k 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  4 . 9  A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  C A T  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  n o t  s h o w n  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d ,  0 . 9 9 + 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  
L e v e l s  o f  E C E  m R N A  a g a i n  s h o w e d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  s a m p l e s  
s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C A T ,  1 . 0 4 + 0 . 1 1  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  4 . 9  B ) .  
F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  S O D  o n  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E C E  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  n o t  s h o w n  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d ,  0 . 9 9 k 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  
L e v e l s  o f  E C E  m R N A  a g a i n  s h o w e d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  s a m p l e s  
s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S O D ,  0 . 9 9 k 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  4 . 9  C ) .  
ECE mRNA Expresssion ECE mRNA Expresssion m ECE mRNA Expresssion 
(Fold Change Over Control) (Fold Change Over Control) (Fold Change Over Control) 
B 
4 . 2 . 4 . 5  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  N A C  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  r n R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 3 9 5 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  N E P  m R N A  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  1 . 4 2 6 0 . 1 8  f o l d  
o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C  ( F i g  4 . 1 2  A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  C A T  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 7 k 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  N E P  m R N A  w e r e  
t h e n  r a i s e d  t o  1 . 1  1 k 0 . 1 5  f o l d  o f  s t a t i c  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
C A T  ( F i g  4 . 1 2  B ) .  
F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  S O D  o n  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  
w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  r n R N A  e x p r e s s i o n  
w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 5 8 A 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  N E P  r n R N A  w e r e  t h e n  r a i s e d  
t o  1 . 0 6 h 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S O D  ( F i g  4 . 1 2  C ) .  
C o n t r o l  C o n t r o l + N A C  S h e a r  
S h e a r + N A C  
B  
1 . 4  d  
1 . 2  
. P  E :  
0  0 . 4  
4  n  
_ I  1 _  I  
C o n t r o l  C o n t r o l + C A T  S h e a r  S h e a r + C A T  
C o n t r o l  C o n t r o l + S O D  S h e a r  S h e a r + S O D  
F i g  4 . 1 0  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  N E P  e x p r e s s i o n .  
B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  i n  t h e  a b s e n c e  
a n d  p r e s e n c e  o f  a n t i o x i d a n t s  ( A )  5  m M  N A C  o r  ( B )  1 0 0 0  U / m l  C A T  o r  
( C )  1 0 0  U / m l  S O D ,  a n d  m o n i t o r e d  f o r  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  
R e a l - T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n  o v e r  
u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f i - o m  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
* S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
4 . 2 . 4 . 3  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  
e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  N A C  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 5  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  i n c r e a s e d  t o  
1 . 4 3 k 0 . 0 7  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  w e r e  t h e n  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 9 7 * 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C  ( F i g  4 . 1  0  A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  C A T  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 . 4 A 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
w e r e  a t t e n u a t e d  t o  1 . 0 3 * 0 . 0 2  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
C A T  ( F i g 4 . 1 0 B ) .  
F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  S O D  o n  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 . 4 4 + 0 . 1 2  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 5  m R N A  
w e r e  t h e n  a t t e n u a t e d  t o  0 . 9 4 k 0 . 0 7  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  S O D  ( F i g  4 . 1 0  C ) .  
EP24.15 rnRNA Expresssion 
(Fold Change Over Control) 
0 EP24.15 rnRNA Expresssion (Fold Change Over Control) 
EP24.15 mRNA Expresssion 
(Fold Change Over Control) b 
4 . 2 . 4 . 4  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  
e x p r e s s i o n  
T h e  e f f e c t  o f  N A C  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 6  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 6 7 h 0 . 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  1 . 0 8 M . 0 5  
f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C  ( F i g  4 . 1 1  A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  C A T  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 7 1 * 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 8 9 k 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
C A T  ( F i g  4 . 1  1  B ) .  
F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  o f  S O D  o n  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 6 7 * 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l .  L e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 5 * 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s a m p l e s  s h e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
S O D  ( F i g  4 . 1  1  C ) .  
C o n t r o l  
S h e a r  
C o n t r o l  C o n t r o l + C A T  S h e a r  
S h e a r + C A T  
C  
0  
C o n t r o l  C o n t r o l + S O D  S h e a r  
S h e a r + S O D  
F i g  4 . 1 2  E f f e c t  o f  a n t i o x i d a n t s  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  E P 2 4 . 1 6  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
i n  t h e  a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  a n t i o x i d a n t s  ( A )  5  m M  N A C  o r  ( B )  1 0 0 0  
U l m l  C A T  o r  ( C )  1 0 0  U l m l  S O D ,  a n d  m o n i t o r e d  f o r  E P 2 4 . 1 6  m R N A  
e x p r e s s i o n  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R .  H i s t o g r a m s  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  
e x p r e s s i o n  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a r e  a v e r a g e d  f i o m  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M ;  * p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  
v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
1 5 9  
4 . 3  D i s c u s s i o n  
H a v i n g  d e m o n s t r a t e d  i n  c h a p t e r  3  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  T h e r m o l y s i n - l i k e  z i n c  
m e t a l l o p e p t i d a s e s  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s  i s  s e n s i t i v e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  o u r  
a t t e n t i o n  t h e n  t u r n e d  t o  t h e  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
r e s p o n s e s  w e r e  b e i n g  m e d i a t e d .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  n o t  o n l y  a r e  a  
n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  e n d o t h e l i a l  c e l l u l a r  c o n t r o l  m e c h a n i s m s ,  s u c h  a s  c e l l  f a t e  v i a  
A S K - 1  a n d  T x n i p ,  i n f l u e n c e d  b y  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  c e l l ,  i n  a  s h e a r - d e p e n d e n t  
o r  - i n d e p e n d e n t  m a n n e r  ( H a r r i s o n ,  2 0 0 5 ,  H a e n d e l e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  b u t  a l s o  v a s o a c t i v e  
m o l e c u l e s  s u c h  a s  E C E  a n d  E T - 1 .  T h i s  e v i d e n c e  p r o m p t e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  
o b s e r v e d  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  m a y  s i m i l a r l y  b e  i n f l u e n c e d  b y  
t h e  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e ,  a n d  f u r t h e r m o r e  t h a t  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e s p o n s e s  m a y  
d e p e n d  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  t r a n s i e n t  o x i d a t i v e  b u r s t  a s  a n  i n t e g r a l  p a r t  o f  i t s  
r e g u l a t o r y  p a t h w a y .  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  i f  s h e a r  s t r e s s  m e d i a t e d  i t s  e f f e c t s  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  
l e v e l s  i n  a  R O S - d e p e n d e n t  m a n n e r ,  i t  w a s  f i r s t l y  n e e d e d  t o  d e f i n e  t h e  c a p a b i l i t y  o f  
t h e  h e r n o d y n a m i c  f o r c e  t o  p r o d u c e  a n  o x i d a t i v e  s t a t e  o r  R O S  " b u r s t " .  T o  t h a t  e n d ,  
t w o  s e p a r a t e  a s s a y s  w e r e  e m p l o y e d  t o  m e a s u r e  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  c e l l  u n d e r  
c o n d i t i o n s  o f  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s .  L e v e l s  o f  e x t r a c e l l u l a r  s u p e r o x i d e  a n i o n  r e l e a s e d  
b y  e n d o t h e l i a l  c e l l s  w e r e  m e a s u r e d  u n d e r  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  c o n d i t i o n s  u s i n g  o f  a  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  i n c o r p o r a t i n g  f e r r i c y t o c h r o m e  C .  
T h i s  a s s a y  h a s  b e e n  u s e d  i n  n u m e r o u s  s t u d i e s  t o  a d e q u a t e l y  m e a s u r e  R O S  
p r o d u c t i o n ,  s o  m u c h  s o  t h a t  a  n u m b e r  o f  p u b l i c a t i o n s  r e f e r  t o  t h i s  m e t h o d  a s  t h e  
" G o l d  S t a n d a r d "  i n  R O S  m e a s u r e m e n t  ( D i k a l o v ,  G r i e n d l i n g  e t  a l .  2 0 0 7 ) .  
F e r r i c y t o c h r o m e  C  i s  k n o w n  t o  r e a c t  w i t h  s u p e r o x i d e  a n i o n  t o  f o r m  f e r r o c y t o c h r o m e  
C ,  t h i s  r e d u c t i o n  b y  s u p e r o x i d e  a n i o n  r e s u l t s  i n  a  c h a n g e  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  
a n d  t h u s  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s u b s t a n c e .  T h u s  a  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  l e v e l  i s  t a k e n  a s  
a  r e a d i n g  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n  p r o d u c t i o n .  M e d i a  s a m p l e s  o f  b o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  
c e l l s  w e r e  m e a s u r e d  a t  r e g u l a r  t i m e  p o i n t s  a n d  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  l e v e l s  a t  
5 5 0  n m  w a s  m o n i t o r e d .  L a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  p r o d u c e d  a  r a p i d  i n c r e a s e  o f  
s u p e r o x i d e  a n i o n  r e l e a s e ,  w i t h  l e v e l s  i n c r e a s i n g  a f t e r  1 0  r n i n  o f  s h e a r  t o  a  m a x i m u m  
o f  8  f o l d  r e l a t i v e  t o  s t a t i c  b e t w e e n  6 0  a n d  9 0  m i n  b e f o r e  o n c e  a g a i n  b e g i n n i n g  t o  
d e c r e a s e .  
W h i l s t  t h i s  a s s a y  p r o v i d e d  e v i d e n c e  o f  t h e  s h e a r - i n d u c e d  t r a n s i e n t  R O S  b u r s t  
i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  i t  i s  n o t  w i t h o u t  l i m i t a t i o n s .  S e v e r a l  c e l l u l a r  r e d u c t a n t s  s u c h  a s  
a s c o r b a t e  a n d  g l u t a t h i o n e  a r e  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  f e r r i c y t o c h r o m e  C  i n  t h e  a b s e n c e  
o f  s u p e r o x i d e .  A l s o  r e d u c e d  c y t o c h r o m e  C  c a n  b e  r e o x i d i z e d  b y  c y t o c h r o m e  
o x i d a s e s ,  c e l l u l a r  p e r o x i d e s  a n d  o t h e r  o x i d a n t s  i n c l u d i n g  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  F o r  
t h i s  r e a s o n  w e  e m p l o y e d  a n  a c e t y l a t e d  f o r m  o f  f e r r i c y t o c h r o m e  C ,  a  k n o w n  
m o d i f i c a t i o n  t h a t  c o n f e r s  t h e  g r e a t e s t  p o s s i b l e  s p e c i f i c i t y  f o r  r e a c t i o n  s o l e l y  w i t h  
s u p e r o x i d e  a n i o n .  H o w e v e r ,  i n  v i e w  o f  t h e s e  d r a w b a c k s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t h a t  a  
s e c o n d ,  m o r e  r o b u s t  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  s h e a r - i n d u c e d  R O S  b u r s t  w a s  r e q u i r e d .  
I n t r a c e l l u l a r  p r o d u c t i o n  o f  R O S  w a s  m o n i t o r e d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  
d i h y d r o e t h i d i u m ,  a  s u p e r o x i d e  a n i o n - s p e c i f i c ,  c e l l - p e r m e a b l e  f l u o r e s c e n t  d y e .  C e l l s  
d y e d  w i t h  d i h y d r o e t h i d i u m  a n d  e x a m i n e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y ,  
w i l l  p r o d u c e  o f  a  m i l d l y  f l u o r e s c e n t  b l u e l p u r p l e  c y t o p l a s m .  U p o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i n t r a c e l l u l a r  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  t h e  d y e  w i l l  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h i s  R O S  t o  r e s u l t  
i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e t h i d i u m .  E t h i d i u m  b i n d s  n u c l e i c  a c i d  a n d  h e n c e  r e s u l t s  i n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  a  f l u o r e s c e n t  r e d l o r a n g e  n u c l e u s  ( P e s h a v a r i y a ,  D u s t i n g  e t  a l .  2 0 0 7 ) .  
I n c r e a s e s  i n  R O S  p r o d u c t i o n  a r e  t a k e n  a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  o c c u r r e n c e  a n d  i n t e n s i t y  
o f  n u c l e a r  s t a i n i n g .  C e l l s  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  3 h ) ,  s h o w e d  a  
d r a m a t i c  i n c r e a s e  i n  R O S  p r o d u c t i o n  w a s  a f t e r  1  h r  ( F i g  4 . 2 ,  i v )  i n  s h e a r e d  s a m p l e s ,  
r i s i n g  t o  a  m a x i m u m  a f t e r  2  h  ( F i g  4 . 2 ,  v i )  a n d  d r o p p i n g  o n c e  a g a i n  a f t e r  3 h  ( F i g  4 . 2 ,  
v i i i ) .  T h i s  i n c r e a s e  n o t  o n l y  m i r r o r e d  t h e  f e r r i c y t o c h r o m e  C  r e s u l t s  b u t  a l s o  
c o n c u r r e d  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s  t h a t  i n c o r p o r a t e d  f l u o r e s c e n t  d y e s  i n  
R O S  m e a s u r e m e n t  p r o c e d u r e s  ( M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  ( H w a n g ,  S a h a  e t  a l .  2 0 0 3 ) .  
S t u d i e s  b y  H w a n g  e t  a l ,  i d e n t i f i e d  a  2 . 5  f o l d  i n c r e a s e  i n  s u p e r o x i d e  a n i o n  p r o d u c t i o n  
i n  s h e a r e d  c e l l s  o v e r  c o n t r o l  i n  r e s p o n s e  t o  1 5  d y n e s / c m 2 .  T h i s  l e v e l  o f  R O S  
i n c r e a s e  w a s  m e a s u r e d  a f t e r  o n l y  1  h  o f  s h e a r  a n d  h a d  r e t u r n e d  t o  c o n t r o l  l e v e l  a f t e r  
1 8  h  ( H w a n g ,  S a h a  e t  a l .  2 0 0 3 ) .  W e  t h u s  c o n c l u d e d  t h a t  e x p o s u r e  o f  B A E C s  t o  
l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s  r e s u l t e d  i n  a  r a p i d  a n d  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  i n  R O S  p r o d u c t i o n .  
W e  n e x t  s o u g h t  t o  a s c e r t a i n  t h e  i m p a c t  o f  o x i d a t i v e  s t a t e  o n  m e t a l l o p e p t i d a s e  
e x p r e s s i o n  l e v e l s .  T o  t h i s  e n d  w e  i n c o r p o r a t e d  t w o  m e t h o d s  o f  a r t i f i c i a l l y  i n d u c i n g  
a n  o x i d a t i v e  s t a t e  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  m e a s u r e d  m R N A  r e s p o n s e  o f  t h e  T L Z M s .  
A n g  11, a  k n o w n  m e d i a t o r  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n  p r o d u c t i o n  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  v i a  
a c t i v a t i o n  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  ( W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  w a s  e m p l o y e d  t o  i n d u c e  
p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n .  C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  A n g  I 1  b e f o r e  h a r v e s t i n g  
f o r  r n R N A  a n a l y s i s .  A l l  m e m b e r s  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  r e s p o n d e d  t o  A n g  I I - i n d u c e d  
s u p e r o x i d e  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  a s  t o  s h e a r  s t r e s s ,  c l e a r l y  i n d i c a t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  
t h a t  s h e a r  s t r e s s  m e d i a t e s  i t s  e f f e c t s  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  v i a  o x i d a t i v e  s t a t e .  W e  
f u r t h e r  s o u g h t  t o  p r o v i d e  e v i d e n c e  o f  t h i s  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  
H y d r o g e n  p e r o x i d e  i s  i t s e l f  a n  o x y g e n  s p e c i e s  a n d  h e n c e  c a n  b e  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  
t h e  c e l l s .  
A s  w i t h  A n g  I 1  s u p e r o x i d e  i n d u c t i o n ,  e x p r e s s i o n  o f  T L Z M  m R N A  l e v e l s  w a s  
m o d u l a t e d  i n  a n  a l m o s t  i d e n t i c a l  m a n n e r  t o  t h a t  o f  s h e a r  s t r e s s  b y  h y d r o g e n  
p e r o x i d e .  T h i s  s h o w e d  d e f i n i t i v e l y  t h a t  T L Z M  e x p r e s s i o n  i n  B A E C s  i s  r e g u l a t e d  b y  
c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e .  T h e s e  r e s u l t s  a l s o  r a i s e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  r e g u l a t i o n  i s  
n o t  s p e c i f i c  t o  i n d i v i d u a l  o x y g e n  s p e c i e s ,  i n  t h a t  b o t h  s u p e r o x i d e  a n i o n  a n d  
h y d r o g e n  p e r o x i d e  p r o d u c e d  t h e  s a m e  e f f e c t  o n  T L Z M  m R N A  l e v e l s .  I n d e e d  w i t h  
s u c h  a  p l e t h o r a  o f  r e a c t i v e  a n d  n o n - r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  p r o d u c e d  i n  t h e  
e n d o t h e l i u m ,  b o t h  d i r e c t l y  a n d  a s  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  o f  o t h e r  o x y g e n  s p e c i e s ,  i t  
r e m a i n s  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  o v e r a l l  o x i d a t i v e  s t a t e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  a l t e r e d  
e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
F i n a l l y  w e  s o u g h t  t o  c o n c l u s i v e l y  e v i d e n c e  t h a t  t h e  o b s e r v e d  s h e a r  s t r e s s  
r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  w a s  m e d i a t e d  v i a  o x i d a t i v e  s t a t e .  T o  t h i s  e n d  w e  
e m p l o y e d  a  n u m b e r  o f  a n t i o x i d a n t s  i n  o u r  s h e a r  s t r e s s  p a r a d i g m  i n  a n  a t t e m p t  t o  
a t t e n u a t e  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  m R N A  e x p r e s s i o n .  T h r o u g h  t h e  u s e  o f  s p e c i f i c  
a n d  n o n - s p e c i f i c  a n t i o x i d a n t s ,  w e  s o u g h t  t o  a t t e n u a t e  t h e  s h e a r - i n d u c e d  R O S  b u r s t  
a n d  t h u s  t h e  R O S - a s s o c i a t e d  c h a n g e s  i n  T L Z M  m R N A  e x p r e s s i o n .  F i r s t l y  w e  
e m p l o y e d  N - A c e t y l - L - c y s t e i n e ,  a  b r o a d  s p e c t r u m  a n t i o x i d a n t  w h i c h  a c t s  t o  i n c r e a s e  
c e l l u l a r  l e v e l s  o f  g l u t a t h i o n e .  G l u t a t h i o n e  i s  a  k n o w n  a n t i o x i d a n t  a n d  d e t o x i f i c a t i o n  
t r i p e p t i d e ,  w h i c h  w i l l  s c a v e n g e  a n d ,  h e n c e ,  d e c r e a s e  a l l  p r e s e n t  o x y g e n  s p e c i e s .  
S h e a r  s t r e s s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N A C  d i d  n o t  i n d u c e  t h e  p r e v i o u s l y  n o t e d  c h a n g e s  i n  
a n y  T L Z M  m R N A  e x p r e s s i o n  a n d  t h u s  s t r o n g l y  v a l i d a t e d  t h e  p r o p o s e d  h y p o t h e s i s  
f o r  t h e  r o l e  o f  s h e a r - d e p e n d e n t  R O S  i n  m o d u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n .  S e c o n d l y ,  
w e  e m p l o y e d  t h e  o x y g e n  s p e c i e s - s p e c i f i c  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  w h i c h  a c t s  
s p e c i f i c a l l y  o n  s u p e r o x i d e  a n i o n .  S O D  d i s m u t a t e s  t w o  m o l e c u l e s  o f  s u p e r o x i d e  
a n i o n  t o  p r o d u c e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w h i c h  i s  i n  t u r n  b r o k e n  d o w n  t o  p r o d u c e  
o x y g e n  a n d  w a t e r .  A s  w i t h  N A C ,  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S O D  d i d  n o t  i n d u c e  
t h e  p r e v i o u s l y  n o t e d  c h a n g e s  i n  a n y  T L Z M  m R N A  e x p r e s s i o n  a n d  t h u s  f k r t h e r  
v a l i d a t e d  t h e  p r o p o s e d  h y p o t h e s i s .  L a s t l y ,  c a t a l a s e ,  w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  b r e a k d o w n  
o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  o x y g e n  a n d  w a t e r ,  w a s  f i n a l l y  e m p l o y e d  t o  a s s e s s  t h e  
i m p a c t  o f  o x i d a t i v e  s t a t e  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  v i a  s h e a r  s t r e s s .  R e s u l t s  w i t h  c a t a l a s e  
a g a i n  m i m i c k e d  t h e  o t h e r  a n t i o x i d a n t  t r e a t m e n t s ,  w i t h  s h e a r  s t r e s s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
C A T  f a i l i n g  t o  i n d u c e  t h e  p r e v i o u s l y  n o t e d  c h a n g e s  i n  a n y  T L Z M  m R N A  e x p r e s s i o n  
a n d  o n c e  a g a i n  v a l i d a t i n g  t h e  p r o p o s e d  h y p o t h e s i s .  
4 . 4  C o n c l u s i o n  
T h r o u g h  u s e  o f  t h e  a s s a y s  e m p l o y e d  i t  w a s  c l e a r l y  e v i d e n c e d  t h a t  s h e a r  s t r e s s  
h a d  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  a  t r a n s i e n t  b u r s t  o f  R O S  i n  t h e  e n d o t h e l i u m .  I t  w a s  a l s o  
c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  i n d u c e d  o x i d a t i v e  s t a t e ,  s u c h  a s  t h a t  b y  A n g  I 1  o r  
h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  c o u l d  a l t e r  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e  m e m b e r s  o f  t h e  
T L Z M  f a m i l y .  T h r o u g h  t h e s e  o x i d a t i v e  s t a t e s  i t  w a s  a l s o  e v i d e n c e d  t h a t  t h e  c h a n g e s  
i n  e x p r e s s i o n  o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s  c o u l d  b e  m o d u l a t e d  v i a  m o r e  t h a n  o n e  
s p e c i f i c  o x y g e n  s p e c i e s .  F i n a l l y  a n t i o x i d a n t  s t u d i e s  p r o v i d e d  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  
f o r  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  R O S  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
T h e s e  a n t i o x i d a n t  t r e a t m e n t s  n o t  o n l y  d e f i n i t i v e l y  i n d i c a t e d  t h a t  s h e a r  s t r e s s  
m e d i a t e s  i t s  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  a n d  c o n s e q u e n t l y  v e s s e l  t o n e  v i a  R O S ,  
b u t  a l s o  i n d i c a t e d  a g a i n  t h a t  i t  i s  a n  o v e r a l l  o x i d a t i v e  s t a t e  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e ,  r a t h e r  
t h a n  a  s p e c i f i c  o x y g e n  s p e c i e s .  T h i s  f i n d i n g  i s  b a s e d  o n  t h e  f a c t  t h a t  S O D  i n h i b i t e d  
t h e  s h e a r - i n d u c e d  e f f e c t s  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  b y  r e m o v i n g  s u p e r o x i d e  a n i o n ,  b u t  
t h r o u g h  i t s  a c t i o n  w o u l d  a l s o  h a v e  p r o d u c e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  T h i s  w o u l d  s e e m  t o  
i n d i c a t e  t h a t  s u p e r o x i d e  a n i o n  w a s  t h e  r e s p o n s i b l e  o x y g e n  s p e c i e s ,  h o w e v e r ,  
i n c u b a t i o n  w i t h  c a t a l a s e  a l s o  i n h i b i t e d  t h e  s h e a r - i n d u c e d  e f f e c t s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
n e i t h e r  o x y g e n  s p e c i e s  a l o n e  a r e  r e s p o n s i b l e  a n d  a g a i n  t h a t  t h e  e n t i r e  o x i d a t i v e  s t a t e  
o f  t h e  c e l l ,  c o n t r i b u t e d  t o  b y  a  n u m b e r  o f  R O S ,  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  s h e a r - m e d i a t e d  
r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  T o  o u r  k n o w l e d g e ,  t h i s  i s  t h e  
f i r s t  s t u d y  t o  h l l y  e v i d e n c e  t h i s  p a t h w a y .  
The next chapter will focus on the signal. transduction mechanisms that 
enable vascular endothelial cells to sense and translate shear stress into a change in 
oxidative state and consequently endopgtidase expression. Particular emphasis will 
be placed an NEP, a member of the TLZM family for which no data has been 
pwbIishecE in relation to shear sensitivity. 
C h a p t e r  5  R e s u l t s  -  S e c t i o n  3  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  
W e  n e x t  d e c i d e d  t o  p r o b e  t h e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  m e d i a t i n g  s h e a r - i n d u c e d  
c h a n g e s  i n  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  B A E C s .  F o r  t h e s e  s t u d i e s ,  w e  
f o c u s e d  e x c l u s i v e l y  o n  N E P ,  a  p r o t o t y p i c a l  m e m b e r  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  f o r  w h i c h  
n o  p r e v i o u s  i n f o r m a t i o n  o n  h e m o d y n a m i c  s e n s i t i v i t y  h a s  b e e n  p u b l i s h e d .  I t  w a s  
s o u g h t  f i r s t l y  t o  a s c e r t a i n  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m s  a n d  c o m p l e x e s  t h r o u g h  w h i c h  s h e a r  
s t r e s s  m o d u l a t e d  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  a n d  h e n c e  N E P  e x p r e s s i o n .  S e c o n d l y ,  t h e  
r e g u l a t o r y  p a t h w a y s  t h a t  a l l o w  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l  t o  s e n s e  t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e  
o f  s h e a r  s t r e s s  a n d  t r a n s l a t e  i t  i n t o  a  c e l l u l a r  s i g n a l  w e r e  e x a m i n e d .  
T o  t h i s  e n d ,  i t  w a s  i n i t i a l l y  s o u g h t  t o  i d e n t i f y  t h e  s o u r c e  o f  t h e  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  R O S  s h o w n  t o  a l t e r  N E P  e x p r e s s i o n .  W i t h  s u c h  a  p l e t h o r a  o f  r e a c t i v e  a n d  
n o n - r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  w i t h i n  i n  t h e  v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m  ( i n c l u d i n g  O Y ' ,  N O ' ,  
O N O O - ' , O H '  a n d  H 2 0 2 ) ,  w o r k  f o c u s e d  o n  e l u c i d a t i n g  t h e  r o l e  o f  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  
n o n - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S ,  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  w h i c h  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  p r o d u c e  
O Y ' ,  a  k n o w n  p r e c u r s o r  o f  m o s t  o t h e r  o x y g e n  s p e c i e s .  I n d e e d  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  
d a t a  ( c h a p t e r  4 )  e v i d e n c e d  a  c l e a r  r o l e  f o r  0 i '  a n d  i t s  i m m e d i a t e  b r e a k d o w n  p r o d u c t  
H 2 0 2 ,  i n  m o d u l a t i n g  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  N E P  a n d  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  T L Z M  
f a m i l y  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s  t h a t  s h o w  
a  c l e a r  l i n k  b e t w e e n  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  E C E  a n d  o x i d a t i v e  s t a t e  ( M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r  s t r e s s  t o  m o d u l a t e  
a c t i v i t y  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  O s c i l l a t o r y  s h e a r  h a s  b e e n  s h o w n  
t o  i n d u c e  a  p r o l o n g e d  a n d  d e l e t e r i o u s  a c t i v a t i o n ,  w i t h  a  c o n s e q u e n t  r i s e  o f  t h e  
o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  c e l l  t o  a  t o x i c  l e v e l .  L a m i n a r  s h e a r  h a s ,  h o w e v e r ,  b e e n  s h o w n  
t o  t r a n s i e n t l y  a c t i v a t e  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  r e s u l t i n g  i n  a  t e m p o r a l  p r o d u c t i o n  o f  R O S  
w h i c h  d i s s i p a t e s  o v e r  t i m e  d u e  t o  e n d o g e n o u s  a n t i o x i d a n t  m e c h a n i s m s  ( D e  
K e u l e n a e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h r o u g h  t h e  u s e  o f  t h e  N A D ( P ) H  o x i d a s e - s p e c i f i c  
p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  A p o c y n i n ,  w e  s o u g h t  t o  e l u c i d a t e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h i s  
m e m b r a n e  b o u n d  s o u r c e  o f  R O S ,  i n  t h e  p r e v i o u s l y  e v i d e n c e d  s h e a r - i n d u c e d  R O S  
b u r s t .  A p o c y n i n  f u n c t i o n s  b y  i n h i b i t i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  c y t o s o l i c  p 4 7 p h 0 x  a n d  
p 6 7 p h 0 x  s u b u n i t s  w i t h  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  g p 9 1 p h 0 x  s u b u n i t  a n d  h e n c e  p r e v e n t i n g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  a c t i v e  c o m p l e x .  W i t h o u t  a c t i v e  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  N A D ( P ) H  
o x i d a s e  i n  u n a b l e  t o  p r o d u c e  s u p e r o x i d e  a n i o n  i n  r e s p o n s e  t o  s t i m u l i  s u c h  a s  s h e a r  
s t r e s s .  
I t  w a s  t h e n  s o u g h t  t o  e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n o t r a n s d u c t i v e  p r o c e s s e s  t h a t  
e n a b l e d  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l  t o  s e n s e  a n d  r e s p o n d  t o  s h e a r  s t r e s s  w i t h  a c t i v a t i o n  o f  
N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  a n d  c o n s e q u e n t  R O S  p r o d u c t i o n  a n d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  M e c h a n o t r a n s d u c t i o n  i s  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  a  m e c h a n i c a l  s i g n a l ,  s u c h  
a s  t h e  t r a c t i v e  f o r c e  o f  s h e a r  s t r e s s ,  i s  c o n v e r t e d  i n t o  a  c h e m i c a l  s i g n a l  v i a  a n  
i n t e r m e d i a t e  m o l e c u l e  o r  s t r u c t u r e .  A  n u m b e r  o f  c o m p l e x e s  p r e s e n t  i n  t h e  
e n d o t h e l i a l  c e l l  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h i s  t r a n s d u c t i o n  p r o c e s s ,  c h i e f  a m o n g  t h e m  
a r e ,  i n t e g r i n s ,  G - p r o t e i n s ,  a n d  t y r o s i n e  k i n a s e  r e c e p t o r s .  
T h e s e  p r e d o m i n a n t l y  m e m b r a n e - b o u n d  c o m p l e x e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
p a r t i c i p a t e  i n  a  n u m b e r  o f  s h e a r - d e p e n d e n t - s i g n a l i n g  c a s c a d e s  i n  t h e  v a s c u l a t u r e  a n d  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  p r o c e s s e s  i n v o l v i n g  v e s s e l  t o n e  a n d  c o n t r o l  
t h e r e o f .  I n d e e d  a  n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  a  c o n c l u s i v e  l i n k  b e t w e e n  t h e s e  
t r a n s d u c t i v e  c o m p l e x e s  a n d  a  n u m b e r  o f  v a s o a c t i v e  p e p t i d e s  a n d  p e p t i d a s e s .  
I n t e g r i n  s t u d i e s  h a v e ,  a s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 6 . 2 ,  b e e n  s h o w n  t o  
p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  v a s o a c t i v e  p a t h w a y s ,  i n c l u d i n g  M A P K  a c t i v a t i o n  a n d  
i n t e g r i n  i n d u c e d  u p - r e g u l a t i o n  o f  E T - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  ( L e h o u x  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  
C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n  o r d e r  t o  s p e c i f i c a l l y  s t u d y  t h e  r o l e  o f  i n t e g r i n s ,  l i n e a r -  a n d  
c y c l i c - R G D  p e p t i d e  i n h i b i t o r s  w e r e  u s e d .  T h e  R G D  m o t i f  ( A r g - G l y - A s p )  i s  a n  
i n t e g r i n - r e c o g n i t i o n  m o t i f  f o u n d  i n  m a n y  l i g a n d s  a n d  h e n c e  f u n c t i o n s  i n  l i g a n d  a n d  
r e c e p t o r  b i n d i n g .  L i n e a r - R G D  i s  a  t r i p e p t i d e  c o n s i s t i n g  o f  a  f l e x i b l e  s t r u c t u r e  w h i c h  
a l l o w s  f o r  b i n d i n g  t o  d i f f e r i n g  c o n f o r m a t i o n s .  C y c l i c - R G D  p e p t i d e s  c o n t a i n  a  r i g i d  
s k e l e t o n  t o  c l o s e l y  b i n d  w i t h  i t s  r e c e p t o r .  T h e s e  s p e c i f i c a l l y  d e s i g n e d  R G D  
c o n t a i n i n g  a n t a g o n i s t s  c a n  b i n d  a n d  i n a c t i v a t e  l i g a n d  r e c e p t o r s  a n d  h e n c e  a m e l i o r a t e  
t h e i r  e f f e c t s .  
I n  o r d e r  t o  s p e c i f i c a l l y  e x a m i n e  t h e  r o l e  o f  P T K ,  g e n i s t e i n ,  a n  A T P -  
c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  w a s  u s e d .  K i n a s e s  f u n c t i o n  b y  t r a n s f e r r i n g  a  p h o s p h a t e  f r o m  
A T P  t o  a n o t h e r  p r o t e i n ,  r e s u l t i n g  i n  a  f u n c t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  p r o t e i n .  G e n i s t e i n  
c o m p e t e s  w i t h  A T P ,  r e s u l t i n g  i n  a  n o n - a c t i v e  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x  a n d  h e n c e  
i n h i b i t s  t h e  a c t i v i t y  o f  p r o t e i n  t y r o s i n e  k i n a s e s .  
G - p r o t e i n s  h a v e  a l s o  b e e n  s t r o n g l y  i m p l i c a t e d  i n  s i m i l a r  v a s c u l a r  p r o c e s s e s .  
I n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  i n t e g r i n s ,  G - p r o t e i n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  M A P K  
p a t h w a y s  ( S c h r i f f i n  a n d  T o u y z ,  1 9 9 8 )  i n  a d d i t i o n  t o  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  
v a s o a c t i v e  p e p t i d e s ,  A n g  1 - 7  a n d  E T  ( F e r r e i r a  a n d  S a n t o s ,  2 0 0 5 ) .  I n  a d d i t i o n ,  
e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  h a s  b e e n  
e v i d e n c e d  t o  b e  r e g u l a t e d  v i a  c y c l i c  s t r a i n  i n  a  G - p r o t e i n - d e p e n d e n t  m a n n e r  ( C o t t e r  
e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  W i t h  s u c h  e v i d e n c e  i n  p l a c e ,  i t  w a s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  t h e  s h e a r  a n d  
R O S  i n d u c e d  c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n  l e v e l s  m a y  i n v o l v e  s i m i l a r  
m e c h a n o t r a n s d u c t i v e  p a t h w a y s .  I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  G - p r o t e i n s  i n  
t h e  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  o f  t h e  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n ,  w e  f i r s t l y  
l o o k e d  a t  t h e  a  s u b u n i t ,  s p e c i f i c a l l y  t h e  G i a  s u b u n i t .  P T X  i s  a  n o n c o v a l e n t l y  l i n k e d  
h e t e r o h e x a m e r i c  p r o t e i n  t h a t  i s  s t r u c t u r a l l y  a n d  f u n c t i o n a l l y  d i v i d e d  i n t o  s u b u n i t s  A  
a n d  B ,  s i m i l a r l y  t o  o t h e r  b a c t e r i a l  t o x i n s  s u c h  a s  c h o l e r a  t o x i n  ( C T )  a n d  E s c h e r i c h i a  
c o l i  h e a t - l a b i l e  t o x i n .  T h e  A  s u b u n i t  ( A  p r o t o m e r )  i s  c o m p o s e d  o f  a  s i n g l e  p e p t i d e  
( S l )  w i t h  A D P - r i b o s y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y ,  t h a t  m o d i f i e s  G T P - b i n d i n g  r e g u l a t o r y  
p r o t e i n s  ( G  p r o t e i n s ) ,  t h u s  i n t e r f e r i n g  w i t h  G  p r o t e i n - d e p e n d e n t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n .  
P T X  h a s  b e e n  f o u n d  t o  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t  t h e  G i a  s u b u n i t .  
T o  a s c e r t a i n  f u l l y  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  G - p r o t e i n s  i n  t h e  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  o f  
t h e  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n ,  w e  s e c o n d l y  l o o k e d  a t  t h e  G P y  
s u b u n i t  a n d  e x a m i n e d  i t s  r o l e  v i a  t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  D - A r k - c t  p l a s m i d .  T h e r e  a r e  
s e v e r a l  b i o c h e m i c a l  m e c h a n i s m s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  l 3 - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  
d e s e n s i t i z a t i o n .  
M o s t  i m p o r t a n t l y  i s  a g o n i s t - o c c u p i e d  a c t i v e  r e c e p t o r s  b e c o m i n g  
p h o s p h o r y l a t e d  b y  B - A R K ,  f a c i l i t a t i n g  t h e  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  o f  t h e  i n h i b i t o r  
p r o t e i n  D - a r r e s t i n  t o  t h e  r e c e p t o r s .  R e c e p t o r  f u n c t i o n  i s  c o n s e q u e n t l y  i n h i b i t e d  b y  u p  
t o  7 0 % .  G R y  s u b u n i t s  a n c h o r e d  t o  t h e  m e m b r a n e  a r e  a v a i l a b l e  t o  i n t e r a c t  w i t h  B- 
A R K  a f t e r  G - p r o t e i n  a c t i v a t i o n  a n d  d i s s o c i a t i o n .  
R e c e n t l y ,  p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  
t h e  G R r - b i n d i n g  d o m a i n  o f  D - A R K  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  a c t  a s  D - A R K  i n h i b i t o r s  b y  
c o m p e t i n g  f o r  G n q  a n d  p r e v e n t i n g  t r a n s l o c a t i o n .  T h e  B - A R K - c t  i s  a  n o n k i n a s e  
p e p t i d e  d e r i v e d  f r o m  B - A R K  t h a t  c o m p e t e s  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  p y - s u b u n i t s  o f  
h e t e r o t r i m e r i c  G  p r o t e i n s ,  a  p r o c e s s  t h a t  i s  r e q u i r e d  f o r  D - A R K  a c t i v a t i o n .  
I n  o r d e r  t o  
e x p l o r e  t h e  p o s s i b l e  f u n c t i o n  p l a y e d  b y  s m a l l  G - p r o t e i n s ,  
G T P a s e s  ( t h o s e  m a i n l y  f o u n d  i n  t h e  c y t o s o l  w h i c h  a c t  d o w n s t r e a m  o f  m a n y  c e l l u l a r  
r e a c t i o n s )  w e  u s e d  a  R a c l  s p e c i f i c  i n h i b i t o r  t o  a s s e s  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  s m a l l  G -  
p r o t e i n s  i n  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  N S C 2 3 7 6 6  i s  a  c e l l -  
p e r m e a b l e  p y r i m i d i n e  c o m p o u n d  t h a t  s p e c i f i c a l l y  a n d  r e v e r s i b l y  i n h i b i t s  R a c l  
G D P I G T P  e x c h a n g e  a c t i v i t y  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  R a c l  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  R a c -  
s p e c i f i c  G E F  ( g u a n i n e  n u c l e o t i d e  e x c h a n g e  f a c t o r )  T r i o  a n d  T i a m l .  O f  t h e  
s u p e r f a m i l y  o f  G T P a s e s ,  R a c l  w a s  s e l e c t e d  d u e  t o  i t s  r o l e  a s  a n  a c t i v e  s u b u n i t  i n  t h e  
N A D ( P ) H  o x i d a s e  c o m p l e x .  
5 . 2  R e s u l t s  
5 . 2 . 1  E f f e c t  o f  A p o c y n i n  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  w e  e m p l o y e d  a  h i g h l y  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  
A p o c y n i n .  
T h e  e f f e c t  o f  A p o c y n i n  ( 1 0  m M )  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  
m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 4 8 h 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  A p o c y n i n ,  l e v e l s  o f  N E P  m R N A  w e r e  
t h e n  r a i s e d  t o  1 . 0 8 + 0 . 0 9  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s h e a r e d  s a m p l e s  ( F i g  5 . 1  A ) .  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  w e s t e r n  b l o t t i n g  a n d  
v i s u a l i z e d  u s i n g  i m r n u n o c y t o c h e m i s t r y .  F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 k 0 . 0 2  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  A p o c y n i n ,  
l e v e l s  o f  N E P  p r o t e i n  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 9 * 0 . 0 0 5  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s h e a r e d  
s a m p l e s  ( F i g  5 . 1  B ) .  M e a s u r e d  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  t h e n  v i s u a l i z e d  u s i n g  
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  f u r t h e r  m i m i c k i n g  t h e  p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  
c h a n g e s  ( s e e  F i g  5 . 2 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  
N E P  p r o t e i n  l e v e l s  w h i l s t  t h i s  a t t e n u a t i o n  i s  a m e l i o r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a p o c y n i n  
( F i g  5 . 2 ( i i )  a n d  ( i v )  r e s p e c t i v e l y ) .  
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C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + A p o  S h e a r + A p o  
F i g  5 . 1  E f f e c t  o f  A p o c y n i n  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  *  
1 0  m M  a p o c y n i n  ( A p o )  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  
e x p r e s s i o n  a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
C o n t r o l  S h e a r  
1  O O X  
t  
-  
0  
1  OOX I  u u n  , I i v )  
F i g  5 . 2  E f f e c t  o f  A p o c y n i n  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
*  1 0  m M  a p o c y n i n  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
a p o c y n i n - t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  a p o c y n i n  t r e a t e d  s h e a r  ( i v ) ,  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1  0 0 X ) .  R e d  
a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 2  E f f e c t  o f  L i n e a r - R G D  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  i n t e g r i n s  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  
N E P ,  w e  e m p l o y e d  a  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  L i n e a r - R G D  ( 1 R G D ) .  
T h e  e f f e c t  o f  l R G D  ( 0 . 5  m M )  o n  t h e  s h e a r  i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  
m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 5 3 h 0 . 1 2  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l R G D ,  N E P  m R N A  l e v e l s  s h o w e d  n o  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l R G D  a l s o  
s h o w i n g  a n  a t t e n u a t i o n  o f  0 . 5 5 h 0 . 1 6  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  5 . 3  A ) .  N E P  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  w e s t e r n  b l o t t i n g  a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  
F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 7 h 0 . 0 1  
f o l d  o f  s t a t i c  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l R G D ,  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  s h o w e d  n o  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l R G D  a l s o  
s h o w i n g  a n  a t t e n u a t i o n  o f  0 . 6 3 h 0 . 1 3  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  5 . 3  B ) .  M e a s u r e d  c h a n g e s  
i n  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  t h e n  v i s u a l i z e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  
f u r t h e r  m i m i c k i n g  t h e  p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  c h a n g e s  ( F i g  5 . 4 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  
i n d i c a t e  a  s h e a r  s t r e s s  i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  w h i l s t  t h i s  
a t t e n u a t i o n  i s  n o t  a m e l i o r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I R G D  ( F i g  5 . 4 ( i i )  a n d  ( i v )  
r e s p e c t i v e l y ) .  
1  
C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + l R G D  S h e a r + l R G D  
C o n t r o l  S h e a r  - -  
C o n t r o l + l R G D  S h e a r + I R G D  
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C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + l R G D  S h e a r + l R G D  
F i g  5 . 3  E f f e c t  o f  L i n e a r  R G D  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  t  
0 . 5  m M  l R G D  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  
a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  
m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  t S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  t S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
S t a t i c  S h e a r  
F i g  5 . 4  E f f e c t  o f  LRGD o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
*  0 . 5  m M  l R G D  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
l R G D  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  L R G D  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  m o n i t o r e d  
u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  a r r o w s  i n d i c a t e  
t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 3  E f f e c t  o f  C y c l i c - R G D  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  f u l l y  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  i n t e g r i n s  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  w e  e m p l o y e d  a  h i g h l y  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  
C y c l i c - R G D  ( c R G D ) .  
T h e  e f f e c t  o f  c R G D  ( 1 0 0  y M )  o n  t h e  s h e a r  i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  
N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  
p r i m e r s .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  
t o  0 . 4 6 % 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c R G D ,  N E P  m R N A  l e v e l s  s h o w e d  
n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c R G D  
a l s o  s h o w i n g  a n  a t t e n u a t i o n  o f  0 . 4 5 L 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  5 . 5  A ) .  N E P  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t t i n g  a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  
F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 9 h 0 . 0 3  
f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c R G D ,  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  s h o w e d  n o  s t a t i s t i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c R G D  a l s o  s h o w i n g  a n  
a t t e n u a t i o n  o f  0 . 4 9 * 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  5 . 5  B ) .  M e a s u r e d  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  
l e v e l s  w e r e  t h e n  v i s u a l i z e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  h r t h e r  
m i m i c k i n g  t h e  p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  c h a n g e s  ( F i g  5 . 6 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  
s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  w h i l s t  t h i s  a t t e n u a t i o n  i s  n o t  
a m e l i o r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c R G D  ( F i g  5 . 6 ( i i )  a n d  ( i v ) ,  r e s p e c t i v e l y ) .  
C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + c R G D  S h e a r + c R G D  
B  C o n t r o l  S h e a r  
C o n t r o l + c R G D  S h e a r + c R G D  
-  
C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + c R G D  S h e a r + c R G D  
F i g  5 . 5  E f f e c t  o f  C y c l i c  R G D  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  *  
1 0 0  p M  c R G D  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  e x p r e s s i o n  
a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  c h a n g e  i n  
m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f i o m  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f i o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
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F i g  5 . 6  E f f e c t  o f  c R G D  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
E x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
+  1 0 0  p M  c R G D  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
c R G D  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  c K G D  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  m o n i t o r e d  
u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c m s c o p y  ( 1  0 0 X ) .  R e d  a r r o w s  i n d i c a t e  
t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  m e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 4  E f f e c t  o f  G e n i s t e i n  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  P T K  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  
w e  e m p l o y e d  a  h i g h l y  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  g e n i s t e i n .  
T h e  e f f e c t  o f  g e n i s t e i n  ( 5 0  p M )  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  
N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  
p r i m e r s .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  
t o  0 . 5 A 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  g e n i s t e i n ,  N E P  m R N A  l e v e l s  s h o w e d  
n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g e n i s t e i n  
a l s o  s h o w i n g  a n  a t t e n u a t i o n  o f  0 . 5 + 0 . 0 4  f o l d  o f  c o n t r o l  ( F i g  5 . 7  A ) .  N E P  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  w e s t e r n  b l o t t i n g  a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  
F o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  
t o  0 . 4 6 h 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  g e n i s t e i n ,  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  
s h o w e d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s ,  w i t h  s h e a r e d  s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
g e n i s t e i n  a l s o  s h o w i n g  a n  a t t e n u a t i o n  o f  0 . 4 7 * 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l s  ( s e e  F i g  5 . 7  B ) .  
M e a s u r e d  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  t h e n  v i s u a l i z e d  u s i n g  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  f u r t h e r  m i m i c k i n g  t h e  p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  
c h a n g e s  ( s e e  F i g  5 . 8 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  
N E P  p r o t e i n  l e v e l s ,  w h i l s t  t h i s  a t t e n u a t i o n  i s  n o t  a m e l i o r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
g e n i s t e i n  ( F i g  5 . 8 ( i i )  a n d  ( i v ) ,  r e s p e c t i v e l y ) .  
C o n t r o l  S h e a r  
C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + G e n  S h e a r + G e n  
7 , ; :  .. 
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C o n t r o l  
S h e a r  
F i g  5 . 7  E f f e c t  o f  G e n i s t e i n  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  h  
5 0  p M  G e n i s t e i n  ( G e n )  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  
e x p r e s s i o n  a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  k S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
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P i g  5 . 8  E f f e c t  o f  G e n i s t e i n  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
*  5 0  p M  G e n i s t e i n  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
g e n i s t e i n  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  g e n i s t e i n  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  
a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o . f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 5  E f f e c t  o f  P T X  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  t h e  G i a  s u b u n i t  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  w e  e m p l o y e d  a  h i g h l y  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  
P e r t u s s i s  t o x i n  ( P T X ) .  
T h e  e f f e c t  o f  P T X  ( 1 0 0  n g l m l )  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  N E P  
m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  p r i m e r s .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  
0 . 5 1 * 0 . 0 7  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  P T X ,  l e v e l s  o f  N E P  m R N A  w e r e  t h e n  
r a i s e d  t o  1 . 2 5 k 0 . 1 3  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s h e a r e d  s a m p l e s .  T h e  s t a t i c  c o n t r o l  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  P T X ,  h o w e v e r ,  a l s o  e x h i b i t e d  a n  i n c r e a s e  i n  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  o f  
1 . 2 2 * 0 . 1 2  f o l d  o f  u n t r e a t e d  c o n t r o l ,  i n d i c a t i n g  a  s h e a r - i n d e p e n d e n t  p a t h w a y  f o r  N E P  
e x p r e s s i o n  r e g u l a t i o n  ( F i g  5 . 9  A ) .  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t t i n g  
a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  i r n m u n o c y t o c h e m i s t r y .  F o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 1 - + 0 . 0 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  
p r e s e n c e  o f  P T X ,  l e v e l s  o f  N E P  p r o t e i n  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  1 . 4 7 h 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l  
i n  s h e a r e d  s a m p l e s .  A g a i n ,  h o w e v e r  t h e  s t a t i c  c o n t r o l  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  P T X  a l s o  
e x h i b i t e d  a n  i n c r e a s e  i n  N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  o f  1 . 4 4 k 0 . 0 3  f o l d  o f  u n t r e a t e d  
c o n t r o l ,  f u r t h e r  i n d i c a t i n g  a  s h e a r - i n d e p e n d e n t  p a t h w a y  f o r  N E P  e x p r e s s i o n  
r e g u l a t i o n  ( F i g  5 . 9  B ) .  
Measured changes in protein levels were then visualized using 
imrnunocytochemistry, results reflecting the transcriptional data as seen in (Fig 
5.1 0). Images clearly indicate a shear stress-induced attenuation in NEP protein 
levels, whilst both the PTX-ireated static and sheared samples show an increase in 
NEP protein levels (Fig 5.10 (ii) and (iii) and (iv), respectively). 
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C o n t r o l  S h e a r  
F i g  5 . 9  E f f e c t  o f  P T X  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  *  
1 0 0  n g / m l  P T X  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  
e x p r e s s i o n  a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
S t a t i c  
-  
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-  
F i g  5 . 1 0  E f f e c t  o f  P T X  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
k  1 0 0  n g l m l  P T X  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
P T X  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  P T X  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  m o n i t o r e d  
u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  a r r o w s  i n d i c a t e  
t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 6  E f f e c t  o f  & A r k  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  f u l l y  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  G - p r o t e i n s  i n  t h e  s i g n a l  
t r a n s d u c t i o n  o f  t h e  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n ,  w e  s e c o n d l y  l o o k e d  
a t  t h e  G P y  s u b u n i t  a n d  e x a m i n e d  i t s  r o l e  v i a  t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  D - A r k - c t  p l a s m i d .  
T h e  e f f e c t  o f  & A r k  ( 1  p g  D N A / ~ O C ~ ~ )  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
r e g u l a t i o n  o f  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  
s p e c i f i c  p r i m e r s .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  
a t t e n u a t e d  t o  0 . 4 4 h 0 . 0 1  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  B - A r k ,  l e v e l s  o f  N E P  
m R N A  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 9 k 0 . 1 1  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s h e a r e d  s a m p l e s  ( F i g  5 . 1  1  
A ) .  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t t i n g  
a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  F o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 5 3 % 0 . 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  
o f  D - A r k ,  l e v e l s  o f  N E P  p r o t e i n  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 7 k 0 . 0 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  
s h e a r e d  s a m p l e s  ( F i g  5 . 1 1  B ) .  M e a s u r e d  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  t h e n  
v i s u a l i z e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  h r t h e r  m i m i c k i n g  t h e  
p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  c h a n g e s  ( F i g  5 . 1 2 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  p r o t e i n  l e v e l s ,  w h i l s t  t h i s  a t t e n u a t i o n  i s  a m e l i o r a t e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  & A r k  ( F i g  5 . 1 2 ( i i )  a n d  ( i v )  r e s p e c t i v e l y ) .  
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C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l + & - A r k  S h e a r + & - A r k  
F i g  5 . 1 1  E f f e c t  o f  & A r k  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  *  
1  p g  D N A / 1 0 c m 2  & A r k  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  
e x p r e s s i o n  a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  M E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  k S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
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F i g  5 . 1 2  E f f e c t  o f  & A r k  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  
*  1  p g  D N A 1 1  O c r n 2 J - A r k  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  
f o r  c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  
( i i ) ,  & A r k  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  J - A r k  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  
a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 7  E f f e c t  o f  R a c l  i n h i b i t o r  N S C 2 3 7 6 6  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  m o d u l a t i o n  o f  
N E P  E x p r e s s i o n  
I n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r o l e  o f  R a c l ,  s m a l l  G - p r o t e i n ,  i n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P ,  w e  e m p l o y e d  a  h i g h l y  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  
N S C 2 3 7 6 6 .  
T h e  e f f e c t  o f  N S C 2 3 7 6 6  ( 5 0  p M )  o n  t h e  s h e a r - i n d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  
N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  R e a l - T i m e  P C R  a n d  g e n e  s p e c i f i c  
p r i m e r s .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  s h e a r  s t r e s s  N E P  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  
t o  0 . 5 9 k 0 . 1 3  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  N S C 2 3 7 6 6 ,  l e v e l s  o f  N E P  m R N A  
w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  1 . 0 3 k 0 . 0 9  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  s h e a r e d  s a m p l e s  ( F i g  5 . 1 3  A ) .  
N E P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t t i n g  
a n d  v i s u a l i z e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  F o l l o w i n g  s h e a r  s t r e s s  N E P  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  w a s  a t t e n u a t e d  t o  0 . 5 4 * 0 . 0 6  f o l d  o f  c o n t r o l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  
N S C 2 3 7 6 6 ,  l e v e l s  o f  N E P  p r o t e i n  w e r e  t h e n  r a i s e d  t o  0 . 9 9 * 0 . 0 0 3  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  
s h e a r e d  s a m p l e s  ( F i g  5 . 1 3  B ) .  M e a s u r e d  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  t h e n  
v i s u a l i z e d  u s i n g  i r n r n u n o c y t o c h e m i s t r y ,  w i t h  i m a g e s  f u r t h e r  m i m i c k i n g  t h e  
p r e v i o u s l y  m e a s u r e d  c h a n g e s  ( F i g  5 . 1 4 ) .  I m a g e s  c l e a r l y  i n d i c a t e  a  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  p r o t e i n  l e v e l s  w h i l s t  t h i s  a t t e n u a t i o n  i s  a m e l i o r a t e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  N S C 2 3 7 6 6  ( F i g  5 . 1 4 ( i i )  a n d  ( i v ) ,  r e s p e c t i v e l y ) .  
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C o n t r o l  S h e a r  C o n t r o l  +  
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N S C 2 3 7 6 6  N S C 2 3 7 6 6  
F i g  5 . 1 3  E f f e c t  o f  N S C 2 3 7 6 6  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s / c m 2 ,  2 4  h )  +  
5 0  p M  N S C 2 3 7 6 6  a n d  m o n i t o r e d  f o r  c h a n g e s  i n  N E P  ( A )  m R N A  
e x p r e s s i o n  a n d  ( B )  p r o t e i n  e x p r e s s i o n . .  H i s t o g r a m  i n  ( A )  r e p r e s e n t  f o l d  
c h a n g e  i n  m R N A  l e v e l s  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  i s  a v e r a g e d  f i - o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  f  S E M .  H i s t o g r a m  i n  ( B )  r e p r e s e n t s  f o l d  
c h a n g e  i n  b a n d  i n t e n s i t y  o v e r  u n t r e a t e d  c o n t r o l  a n d  i s  a v e r a g e d  f r o m  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  * S E M .  R e p r e s e n t a t i v e  b l o t  i s  s h o w n .  
* p = 0 . 0 5  v e r s u s  s t a t i c  c o n t r o l s .  d p = 0 . 0 5  v e r s u s  u n t r e a t e d  s h e a r .  
C o n t r o l  S h e a r  
F i g  5 . 1 4  E f f e c t  o f  N S C 2 3 7 6 6  o n  s h e a r - i n d u c e d  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n .  B A E C s  w e r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  ( 1 0  d y n e s l c m 2 ,  2 4  h )  
*  5 0  p M  N S C 2 3 7 6 6  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  i m m u n o c y t o c h e m i i s t r y  f o r  
c h a n g e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  U n t r e a t e d  c o n t r o l  ( i ) ,  u n t r e a t e d  s h e a r  ( i i ) ,  
N S C 2 3 7 6 6  t r e a t e d  c o n t r o l  ( i i i )  a n d  N S C 2 3 7 6 6  t r e a t e d  s h e a r  ( i v )  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  s t a n d a r d  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( 1 0 0 X ) .  R e d  
a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w .  I m a g e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
5 . 3  D i s c u s s i o n  
B l o o d  v e s s e l s  a r e  c o n s t a n t l y  e x p o s e d  t o  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  i n  t h e  f o r m  o f  
c y c l i c  s t r e t c h  a n d  s h e a r  s t r e s s  d u e  t o  t h e  p u l s a t i l e  n a t u r e  o f  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  f l o w .  
E C s ,  a s  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  v e s s e l  a n d  b l o o d ,  a r e  s u b j e c t e d  t o  t h e s e  f o r c e s  a n d  
p o s s e s s  t h e  c a p a c i t y  t o  c o n v e r t  t h e s e  m e c h a n i c a l  s t i m u l i  i n t o  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l s  
t h a t  a f f e c t  c e l l u l a r  f u n c t i o n s  s u c h  a s  p r o l i f e r a t i o n ,  a p o p t o s i s ,  m i g r a t i o n ,  
p e r m e a b i l i t y ,  r e m o d e l i n g  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n .  I n  o r d e r  t h a t  t h e  v e s s e l  a n d  
c o n s e q u e n t l y  t h e  E C s  t h a t  c o m p r i s e  t h a t  v e s s e l  a d e q u a t e l y  r e s p o n d  t o  c h a n g e s  i n  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  a n d  h e n c e  m a i n t a i n  v e s s e l  t o n e  a n d  f u n c t i o n ,  E C s  u s e  m u l t i p l e  
s e n s i n g  m e c h a n i s m s  t o  d e t e c t  c h a n g e s  i n  t h e  f o r c e s  a p p l i e d  b y  b l o o d  f l o w ,  l e a d i n g  t o  
t h e  a c t i v a t i o n  o f  s i g n a l i n g  n e t w o r k s .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  i d e n t i f y  t h e  s p e c i f i c  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  m e d i a t i n g  t h e  s h e a r - d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  i n  N E P ,  a  p r o t o t y p i c a l  
m e m b e r  o f  t h e  t h e r m o l y s i n - l i k e  z i n c  m e t a l l o p e p t i d a s e s .  P r e v i o u s  c h a p t e r s  h a v e  
d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r  s t r e s s  t o  m o d u l a t e  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e  a n d  
i n  t u r n  r e g u l a t e  m e t a l l o p e p t i d a s e  g e n e  e x p r e s s i o n .  O u r  f i r s t  g o a l  i n  t h i s  c h a p t e r  w a s  
t o  a s c e r t a i n  t h e  s o u r c e  o f  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  R O S  p r o d u c t i o n .  T o  t h i s  e n d ,  w e  
e m p l o y e d  a  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  ( A p o c y n i n ) ,  a n  
i m p o r t a n t  R O S  p r o d u c i n g  c o m p l e x .  
M a n y  s t u d i e s  h a v e  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m e m b r a n e - b o u n d  
N A D ( P ) H  o x i d a s e  c o m p l e x  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  a n i o n  i n  
v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  t h e  m a i n  p r e c u r s o r  o f  o t h e r  o x y g e n  s p e c i e s ,  a n d  i s  a l s o  
r e s p o n s i v e  t o  h e m o d y n a m i c  s t i m u l a t i o n .  
N A D ( P ) H  o x i d a s e  i s  a  m u l t i c o m p o n e n t  e n z y m e ,  c o n s i s t i n g  o f  t w o  m a i n  
s t r u c t u r e s ,  c y t o s o l i c  a n d  m e m b r a n e - b o u n d .  T h e  c y t o s o l i c  c o m p o n e n t  c o m p r i s e s  o f  a  
n u m b e r  o f  s u b u n i t s ,  n a m e l y  p 4 0 p h o x ,  p 4 7 p h o x ,  p 6 7 p h o x  a n d  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n ,  R a c l .  
T h e  m e m b r a n e  c o m p l e x  i s  m a d e  u p  o f  g p 9 1 p h 0 x  a n d  p 2 2 p h 0 x  ( c o l l e c t i v e l y  t e r m e d  
c y t o c h r o m e  b S s 8 ) ,  w i t h  g p 9 1 p h o X  a s  t h e  m a j o r  c a t a l y t i c  s u b u n i t  ( P a r k o s  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  
U p o n  a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e ,  t h e  G D P  o n  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n  R a c l  i s  e x c h a n g e d  
f o r  G T P  a n d  p 4 7 p h 0 x  i s  p h o s p h o r y l a t e d  b y  P K C .  T h e s e  t w o  s e p a r a t e  e v e n t s  t r i g g e r  a  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  c y t o s o l i c  c o m p o n e n t s  f a c i l i t a t i n g  f i r s t l y ,  a s s o c i a t i o n  
w i t h  e a c h  o t h e r  a n d  t h e n  m e m b r a n e  b o u n d  c y t o c h r o m e  b s s 8 .  O n c e  a l l  c o m p o n e n t s  
h a v e  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  m e m b r a n e ,  t h e  a c t i v e  c o m p l e x  i s  f o r m e d .  N A D ( P ) H ,  t h e  
r e d u c e d  s u b s t r a t e  o f  t h e  e n z y m e ,  b i n d s  t o  g p 9 1 p h o x  s u b u n i t ,  w i t h  a  s u b s e q u e n t  
t r a n s f e r  o f  t w o  e l e c t r o n s  t o  t w o  m o l e c u l e s  o f  o x y g e n  t o  p r o d u c e  t w o  m o l e c u l e s  o f  
0 2 - ' .  A p o c y n i n  h n c t i o n s  b y  i n h i b i t i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  c y t o s o l i c  p 4 7 p h o x  a n d  
p 6 7 p h 0 x  s u b u n i t s  w i t h  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  g p 9 l P h o X  s u b u n i t  a n d  h e n c e  p r e v e n t i n g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  a c t i v e  c o m p l e x  a n d  0 2 - '  p r o d u c t i o n .  A p o c y n i n  t r e a t m e n t  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  a  p o t e n t i a l  r o l e  f o r  N A D ( P ) H  o x i d a s e - d e r i v e d  s u p e r o x i d e  a n i o n  
p r o d u c t i o n  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  
B A E C s .  
O t h e r  m a i n  s o u r c e s  o f  R O S  w i t h i n  t h e  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l  i n c l u d e  t h e  
m i t o c h o n d r i a 1  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n ,  x a n t h i n e  o x i d a s e ,  a n d  u n c o u p l e d  N O  
s y n t h a s e s .  W e  c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  a d d i t i o n a l  R O S  s o u r c e s  m a y  
a l s o  h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  o b s e r v e d  t e m p o r a l  s h e a r - i n d u c e d  R O S  b u r s t  a n d  
c o n s e q u e n t  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  e x p r e s s i o n .  I n  p a r t i c u l a r ,  x a n t h i n e  o x i d a s e ,  w h i c h  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  a c t i v a t i o n  b y  o s c i l l a t o r y  s h e a r  s t r e s s  ( M c N a l l y ,  
D a v i s  e t  a l .  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  w h i l s t  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i s  n o t  t h e  o n l y  s o u r c e  o f  
R O S  i n  t h e  e n d o t h e l i u m ,  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  i t s  a c t i v a t i o n  i s  r e q u i r e d  f o r  
s h e a r - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  N E P  g e n e  e x p r e s s i o n .  F u r t h e r  s t u d y  i n c o r p o r a t i n g  
p h a r m a c o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  i n h i b i t o r s  t o  s p e c i f i c a l l y  t a r g e t  o t h e r  R O S  s o u r c e s  i s  
r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  f u l l y  e s t a b l i s h  t h e  r o l e ,  i f  a n y ,  p l a y e d  b y  t h e s e  o t h e r  R O S  
s o u r c e s  i n  t h e  o b s e r v e d  s h e a r  s t r e s s - a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a r  
e n d o t h e l i u m .  
M a n y  r e c e p t o r s  a n d  p r o t e i n  c o m p l e x e s  p r e s e n t  o n  t h e  e n d o t h e l i u m  s u r f a c e  
a l l o w  v e s s e l s  t o  d e t e c t  s u b t l e  c h a n g e s  i n  t h e  p h y s i c a l  e n v i r o n m e n t ,  f r o m  w h i c h  
d i f f e r e n t  m e c h a n o t r a n s d u c t i o n  c a s c a d e s  c a n  b e  i n i t i a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  n a t u r e  o f  
t h e  m e c h a n i c a l  s t i m u l u s .  W i t h i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  c y t o s k e l e t a l  p r o t e i n s  
t r a n s m i t  a n d  m o d u l a t e  t h e  t e n s i o n  b e t w e e n  f o c a l  a d h e s i o n  s i t e s ,  i n t e g r i n s  a n d  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  s t r u c t u r a l  m o d i f i c a t i o n s  i n d u c e d  b y  
m e c h a n i c a l  f o r c e s ,  t h e y  m a y  l e a d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  i o n i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c e l l s  v i a  
i o n  c h a n n e l s ,  s t i m u l a t e  v a r i o u s  m e m b r a n e  r e c e p t o r s  a n d  i n d u c e  c o m p l e x  
b i o c h e m i c a l  c a s c a d e s .  
M a n y  i n t r a c e l l u l a r  p a t h w a y s ,  s u c h  a s  M A P K  c a s c a d e s  a r e  a c t i v a t e d  b y  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  s u c h  a s  s h e a r  a n d  i n i t i a t e  v i a  s e q u e n t i a l  p h o s p h o r y l a t i o n s ,  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  l e a d i n g  t o  s u b s e q u e n t  g e n e  e x p r e s s i o n  c h a n g e s  
( L e h o u x  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  A s  e v i d e n c e d  b y  o u r s e l v e s  a n d  o t h e r s ,  m e c h a n i c a l  f o r c e s  c a n  
a l s o  a l t e r  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e ,  w i t h  d o w n s t r e a m  e f f e c t s  o n  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  
a c t i v a t i o n  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n .  W e  s u b s e q u e n t l y  e n d e a v o r e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
s i g n a l  p a t h w a y  c o m p o n e n t s  u p s t r e a m  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
s h e a r - d e p e n d e n t  N E P  r e d u c t i o n  i n  B A E C s .  
I n t e g r i n s  h a v e  b e e n  s h o w n  b y  n u m e r o u s  s t u d i e s  t o  b e  a c t i v e  i n  t r a n s m i s s i o n  
o f  m e c h a n i c a l  f o r c e s  s u c h  a s  s h e a r  s t r e s s .  S t u d i e s  h a v e  s h o w n  i n t e g r i n  c l u s t e r i n g  
w i t h  a d a p t e r  p r o t e i n s  S h c  a n d  F A K  i n  r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  
l i n k e d  t o  d o w n s t r e a m  a c t i v a t i o n  o f  M A P K  p a t h w a y s  ( C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ,  T z i m a  e t  
a l . ,  2 0 0 1 ) .  W h i l s t  n o  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  t h a t  e v i d e n c e  a  r o l e  f o r  i n t e g r i n s  
i n  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  o f  T L Z M  f a m i l y  m e m b e r s ,  s t u d i e s  h a v e  
s h o w n  A n g  I 1  t o  i n d u c e  i n t e g r i n  s u b u n i t  e x p r e s s i o n ,  t h u s  i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  r o l e  
d o w n s t r e a m  o f  t h e i r  e x p r e s s i o n  ( K a w a n o  e t  a l . ,  2 0 0 0 ,  E e r o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T o  s t u d y  
t h e  p o s s i b l e  r o l e  p l a y e d  b y  i n t e g r i n s  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  m o d u l a t i o n  o f  N E P  
e x p r e s s i o n ,  R G D - b i n d i n g  i n h i b i t o r y  p e p t i d e s  w e r e  e m p l o y e d .  O u r  f i n d i n g s  i n d i c a t e d  
n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o f  R G D  p e p t i d e s  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  N E P  r e g u l a t i o n ,  a p p e a r i n g  
t o  r u l e  o u t  a  r o l e  f o r  i n t e g r i n s  i n  t h e s e  e v e n t s .  
H o w e v e r ,  t h e s e  s t u d i e s  d o  n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  
R G D - i n d e p e n d e n t  i n t e g r i n s .  R G D - i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  m o t i f s  s u c h  a s  t h o s e  f o u n d  
o n  a V 1 3 3  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  m e c h a n i s m s  o f  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  
c e l l  a d h e s i o n  ( P e d c h e n k o ,  Z e n t  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  R G D - i n d e p e n d e n t  
i n h i b i t o r s  s u c h  a s  c a r d i o t o x i n  A 5  ( W u ,  L e e  e t  a l .  2 0 0 6 )  a r e  r e q u i r e d  t o  h l l y  e x p l o r e  
t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  i n t e g r i n s  i n  N E P  a t t e n u a t i o n  
A t t e n t i o n  t h e n  t u r n e d  t o  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  P T K  i n  t h e  s h e a r  
s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  P T K s  p l a y  r o l e s  i n  m a n y  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  
t h a t  l e a d  t o  a c t i v a t i o n  o f  M A P K .  I n d e e d ,  g e n i s t e i n ,  a  P T K  i n h i b i t o r ,  h a s  b e e n  s h o w n  
t o  a t t e n u a t e  s h e a r  s t r e s s  a c t i v a t i o n  o f  E R K  a n d  J N K  ( L i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  J o  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  
T a k a h a s i  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  P T K s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  e a r l y  p h a s e  
o f  f l o w - d e p e n d e n t  N O  p r o d u c t i o n  ( C o r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e s e  s t u d i e s  r a i s e  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  r e s p o n s e s  s e e n  i n  N E P  i n  o u r  s h e a r  s t r e s s  m o d e l  m a y  b e  m e d i a t e d  v i a  
P T K  a c t i v a t i o n .  I n  o r d e r  t o  e l u c i d a t e  t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  P T K s ,  g e n i s t e i n  a n  A T P -  
c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  o f  P T K  a c t i v i t y  w a s  e m p l o y e d .  A s  w i t h  i n t e g r i n  i n h i b i t i o n  v i a  
R G D - p e p t i d e s  g e n i s t e i n  t r e a t m e n t  h a d  n o  e f f e c t  o n  s h e a r - d e p e n d e n t  N E P  
a t t e n u a t i o n ,  a p p e a r i n g  t o  r u l e  o u t  a  r o l e  f o r  P T K  a c t i v a t i o n  i n  t h e s e  e v e n t s .  I n  o r d e r  
t o  h l l y  e l u c i d a t e  t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  P T K s  i n  s h e a r - d e p e n d e n t  N E P  a t t e n u a t i o n  i t  i s  
n e c e s s a r y  t o  r e p e a t  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w i t h  a  v a r i e t y  o f  m o l e c u l a r  a n d  
p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  n o n - r e c e p t o r  a s  w e l l  a s  r e c e p t o r  
T K s .  
T h e  r o l e  o f  G - p r o t e i n s  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  w a s  t h e n  
e x a m i n e d .  
T h e s e  p r o t e i n s  r e p r e s e n t  t h e  l a r g e s t  g r o u p  o f  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  
e n c o d e d  b y  t h e  m a m m a l i a n  g e n o m e  ( > I %  o f  h u m a n  g e n e s )  a n d ,  i n  t h e  
c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m  G - p r o t e i n  c o u p l e d  r e c e p t o r s  ( G P C R s )  a r e  i m p l i c a t e d  i n  m o r e  
o r  l e s s  e v e r y  r e g u l a t o r y  e v e n t .  W e  f i r s t l y  s o u g h t  t o  e x a m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  
G a ;  s u b u n i t  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r ,  P T X .  P r e v i o u s  
s t u d i e s  b y  C o t t e r  e t  a 1  i n  2 0 0 4 ,  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  i n d u c e d  
c h a n g e s  i n  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  w e r e  G a i  s u b u n i t - d e p e n d e n t ,  w i t h  P T X  e n t i r e l y  
a t t e n u a t i n g  t h e  s t r a i n  i n d u c e d  c h a n g e s .  I n  o u r  s h e a r  s t r e s s  m o d e l ,  P T X  w a s  s h o w n  
t o  c l e a r l y  a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e  r e l a t e d  T L Z M ,  N E P .  A  2 5 %  i n c r e a s e  i n  
N E P  e x p r e s s i o n  i n  b o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h  P T X  w a s  m e a s u r e d ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  r e g u l a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  w a s  i n d e p e n d e n t  o f  s h e a r  s t r e s s ,  a s  
b o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r e d  s a m p l e s  s h o w e d  s i m i l a r  i n c r e a s e s  i n  N E P  m R N A  a n d  p r o t e i n  
l e v e l s .  T h i s  s h e a r  s t r e s s - i n d e p e n d e n t  p a t h w a y  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a  r e g u l a t o r y  
m e c h a n i s m ,  b y  w h i c h  t h e  e n d o t h e l i u m  c a n  c o n t r o l  a  n u m b e r  o f  c e l l  p r o c e s s e s .  T h e  
G a i  s u b u n i t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  a c t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( A C ) .  A C  i s  
k n o w n  t o  i n c r e a s e  l e v e l s  o f  b o t h  c A M P  a n d  c G M P  w i t h  d o w n s t r e a m  e f f e c t s  o n  
b a r r i e r  f u n c t i o n ,  a d h e s i o n  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  a n d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( S a d h u  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) .  I n d e e d  a n a l o g u e s  o f  c A M P  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a n  i n c r e a s e  i n  
e x p r e s s i o n  o f  E T - 1  i n  h u m a n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( S t e w a r t  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
C o n c o m i t a n t l y ,  A N P ,  t h e  s u b s t r a t e  f o r  N E P ,  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  l e v e l s  o f  
C A M P  a n d  c G M P ,  w h i l s t  N E P  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  a c t  o n  a n d  d e g r a d e  c i r c u l a t i n g  
l e v e l s  o f  E T -  1 .  
F u r t h e r m o r e ,  A C  a c t i v a t i o n  b y  G a i  s u b u n i t  i n h i b i t i o n  a n d  f o r s k o l i n  t r e a t m e n t  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  i n c r e a s e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y .  T h i s  d a t a  t a k e n  
i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  e v i d e n c e d  i n c r e a s e d  N E P  e x p r e s s i o n  l e v e l s  v i a  P T X  c l e a r l y  
i n d i c a t e  r e g u l a t o r y  p a t h w a y s  b y  w h i c h  N E P  v i a  A N P  c a n  r e g u l a t e  a  n u m b e r  o f  
c e l l u l a r  p r o c e s s e s  i n  a  G a i  s u b u n i t  d e p e n d e n t  m a n n e r .  
W e  n e x t  t u r n e d  t o  t h e  G B 7  s u b u n i t  a n d  i t s  p o s s i b l e  f u n c t i o n  i n  s h e a r - i n d u c e d  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  1 3 - A R K - c t  i s  a  n o n - k i n a s e  p e p t i d e  d e r i v e d  f r o m  1 3 -  
A R K  t h a t  c o m p e t e s  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  p y - s u b u n i t s  o f  h e t e r o t r i m e r i c  G - p r o t e i n s  a n d  
t h u s  a c t s  a s  a  s e q u e s t e r i n g  a g e n t  o f  p y - s u b u n i t s  a n d  i n h i b i t o r  o f  t h e i r  f u n c t i o n .  I n  
o u r  s t u d y  w e  o b s e r v e d  t h a t  t r a n s f e c t i o n  w i t h  t h e  I J - A R K - c t  p l a s m i d  p r o d u c e d  a  
c o m p l e t e  a t t e n u a t i o n  o f  t h e  s h e a r  i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  N E P  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n ,  t h u s  s t r o n g l y  i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  t h e  p y - s u b u n i t  i n  t h i s  
p a t h w a y .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  p y - s u b u n i t  c a n  r e g u l a t e  a c t i v i t y  o f  
P h o s p h o i n o s i t i d e - 3  k i n a s e  ( P I 3 K ) ,  a n  i m p o r t a n t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  k i n a s e  i n v o l v e d  
i n  a  n u m b e r  o f  c e l l u l a r  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  ( S t e p h e n s  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
p h o s p h o r y l a t e d  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  ( P t d l n s )  p r o d u c t s ,  P t d l n s - 3 - P ,  P t d l n s - 3 , 4 - P ,  
p r o d u c e d  b y  t h e  a c t i o n s  o f  P I 3 K ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  N A D ( P ) H  
o x i d a s e  a c t i v a t i o n .  W h i l s t  l i t t l e  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  f u l l y  e l u c i d a t e  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P I 3 K  a n d  i t s  p r o d u c t s  a n d  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  s t u d i e s  h a v e  
s h o w n  t h a t  P t d l n s - 3 , 4 - P  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  d i r e c t l y  b i n d  t o  t h e  o x i d a s e  s u b u n i t s ,  
p 4 7 p h 0 x  a n d  p 4 0 p h 0 x  ( H a w k i n s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
I n d e e d  a  s t u d y  b y  E l l s o n  e t  a 1  i n  2 0 0 6  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  a  r o l e  f o r  P t d l n s -  
3 , 4 - P  i n  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a c t i v i t y  t h r o u g h  m u t a t i o n  o f  t h e  P t d l n s - 3 , 4 - P  b i n d i n g  
d o m a i n  o n  t h e  p 4 0 p h 0 x  s u b u n i t ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  a n  i n a b i l i t y  o f  P t d l n s - 3 , 4 - P  t o  b i n d  
t h e  s u b u n i t  w i t h  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  r e s p o n s e s .  
T h e  p y - s u b u n i t  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  s i g n a l i n g  t h r o u g h  s m a l l  G -  
p r o t e i n s  s u c h  a s  R a c l .  R a c l  i s  i t s e l f  a  c o m p o n e n t  r e q u i r e d  f o r  a s s e m b l y  a n d  
a c t i v a t i o n  o f  a  f u n c t i o n i n g  N A D ( P ) H  o x i d a s e  c o m p l e x .  W e  h r t h e r  s o u g h t  t o  
e x a m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n ,  R a c l ,  i n  t h e  d e m o n s t r a t e d  s h e a r -  
i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r .  
I n h i b i t i o n  o f  R a c l  p r o d u c e d  a  s i m i l a r  r e s p o n s e  t o  t h a t  o f  p y - s u b u n i t  
s e q u e s t r a t i o n ,  w i t h  t h e  s h e a r  i n d u c e d  N E P  a t t e n u a t i o n  b e i n g  e n t i r e l y  r e v e r s e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r .  A s  R a c l  i s  a  k n o w n  c o m p o n e n t  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a n d  
r e q u i r e d  f o r  i t s  f u n c t i o n ,  t h i s  r e s u l t  w a s  n o t  e n t i r e l y  u n e x p e c t e d  i n  t h a t  N A D ( P ) H  
o x i d a s e - d e r i v e d  R O S  w e r e  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  r e g u l a t e  N E P  e x p r e s s i o n  a n d  
c o n c o m i t a n t l y  t h a t  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t e d  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a c t i v a t i o n .  I n d e e d ,  
p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  e v i d e n c e d  a  l i n k  b e t w e e n  G p y - s u b u n i t s  a n d  R a c l  a c t i v a t i o n  
v i a  G E F s .  T h e  n o v e l  G E F ,  p l l 4 R h o G E F ,  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  R a c l  a c t i v i t y  
a n d  c o n s e q u e n t l y  N A D ( P ) H  o x i d a s e  p r o d u c t i o n  o f  R O S  i n  a  G p y - s u b u n i t  d e p e n d e n t  
m a n n e r  ( N i u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
Through the use of specific pharmacological and molecular inhibitors of 
known signal pathway components, we explored the signaling pathway mediating 
shear stress-induced attenuation of NEP expression. Our data suggests that shear 
stress attenuates NEP expi-ession in a Gpy-subunidRac 1 Rr3ADIP)H oxidass 
dependent and an integrin, PTK and ~ a '  independent manner. 
C h a p t e r  6  -  F i n a l  S u m m a r y  
6 . 1  F i n a l  S u m m a r y  
T h e  e n d o t h e l i u m ,  a  t h i n  m o n o c e l l u l a r  l a y e r ,  i s  a  d y n a m i c  c e l l u l a r  i n t e r f a c e  
b e t w e e n  t h e  v e s s e l  w a l l  a n d  t h e  b l o o d s t r e a m .  T h e  u n i q u e  p o s i t i o n  o f  t h e  
e n d o t h e l i u m  c o n f e r s  o n  i t  t h e  a b i l i t y  t o  s e n s e  a n d  r e s p o n d  t o  a  v a r i e t y  o f  b l o o d  b o r n e  
s t i m u l i .  A m o n g  t h e s e  s t i m u l i  a r e  i n c l u d e d ,  h u m o r a l  a n d  m e c h a n i c a l  f a c t o r s .  T h e s e  
i n c l u d e  n e u r o t r a n s m i t t e r s ,  p e p t i d e  h o r m o n e s ,  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  
p e p t i d a s e s ,  a s  w e l l  a s  m e c h a n i c a l  f o r c e s  s u c h  a s  s h e a r  s t r e s s  a n d  c y c l i c  s t r a i n .  T h e s e  
s t i m u l i  r e s u l t  i n  b o t h  b i o p h y s i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  e n d o t h e l i u m  w h i c h  
a r e ,  i n  t u r n ,  t r a n s l a t e d  t o  a  p r o n o u n c e d  r e s p o n s e  i n  t h e  v e s s e l  w a l l  ( C u r n m i n s  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  
A s  m e n t i o n e d ,  b l o o d  f l o w  i t s e l f  i m p a r t s  a  s t r o n g  i n f l u e n c e  o n  t h e  v e s s e l  w a l l .  
O f  p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  a r e  t h e  m e c h a n i c a l  f o r c e s  o f  c y c l i c  s t r a i n  a n d  s h e a r  s t r e s s .  
C y c l i c  s t r a i n  i s  a  c i r c u m f e r e n t i a l  f o r c e  t h a t  a c t s  o u t w a r d l y  o n  t h e  v e s s e l  w a l l  a s  a  
r e s u l t  o f  p u l s a t i l e  b l o o d  f l o w ,  r e s u l t i n g  i n  a  s t r e t c h i n g  o f  t h e  c e l l s  o f  t h e  
e n d o t h e l i u m ,  w h i l s t  s h e a r  s t r e s s  i s  a  f r i c t i o n a l  o r  t r a c t i v e  f o r c e  w h i c h  d r a g s  a g a i n s t  
t h e  e n d o t h e l i u m .  B o t h  f o r c e s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  a  n u m b e r  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l  
r e s p o n s e s  a n d  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n f l u e n c e  a  n u m b e r  o f  v a s o a c t i v e  p r o c e s s e s .  
S t r e t c h  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n f l u e n c e  N O S ,  a n d  E T - 1  e x p r e s s i o n  ( A w o l e s i  e t  a l . ,  
1 9 9 5 ,  C h e n g  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  t o  r e g u l a t e  o f  p 5 3  a n d  A k t  p h o s p h o r y l a t i o n  ( M a y  e t  a l . ,  
2 0 0 2 ,  P e r s o o n - R o t h e r t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ,  H a g a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  t o  c o n f e r  i n c r e a s e d  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  s h e a r  s t r e s s .  
S h e a r  s t r e s s  a c t s  d i r e c t l y  o n  t h e  c e l l u l a r  m e m b r a n e ,  a n d  t h u s  a l l o w s  f o r  t h e  
r a p i d  t r a n s f e r  o f  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l s  i n t o  t h e  c e l l u l a r  s p a c e  a n d  t h e  i n d u c t i o n  o f  
a p p r o p r i a t e  c e l l u l a r  r e s p o n s e s .  O f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  a m o n g  t h e s e  r e s p o n s e s  i s  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  a l t e r  e x p r e s s i o n  o f  v a s o a c t i v e  m o l e c u l e s  w h i c h  r e g u l a t e  
v e s s e l  t o n e .  
V a s c u l a r  t o n e ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  l e v e l  o f  c o n s t r i c t i o n  v e r s u s  d i l a t i o n  t h a t  a  
v e s s e l  e x p e r i e n c e s ,  i s  r e g u l a t e d  b y  a  n u m b e r  o f  c o m p e t i n g  v a s o c o n s t r i c t o r  a n d  
v a s o d i l a t o r y  i n f l u e n c e s ,  n a m e l y  E T -  1  a n d  N O ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  
o f  t h e s e  a n d  o t h e r ,  v a s o a c t i v e  m o l e c u l e s  h a v e  a l l  b e e n  e v i d e n c e d  t o  b e  m o d u l a t e d  b y  
s h e a r  s t r e s s  ( C o o k e  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  M o r a w i e t z  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  i n d i c a t i n g  t h e  a b i l i t y  o f  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  t o  r e g u l a t e  v e s s e l  t o n e ,  l i k e l y  v i a  a l t e r a t i o n  i n  p e p t i d e  e x p r e s s i o n  
a n d  a s s o c i a t e d  p e p t i d a s e  h c t i o n .  C o n c o m i t a n t l y ,  d i s r u p t i o n  o f  t h e s e  p r o c e s s e s  a n d  
c o n s e q u e n t l y  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  e n d o t h e l i u m  t o  m e d i a t e  v e s s e l  t o n e ,  c a n  l e a d  t o  
v a s c u l a r  d y s f u n c t i o n  a n d  C V D .  T h u s ,  t h e  f o r c e s  t h a t  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  
p e p t i d a s e s  a r e  i m p l i c a t e d  a s  p o s s i b l e  e m e r g e n t  t a r g e t s  f o r  c l i n i c a l  t r e a t m e n t  o f  s u c h  
d y s f u n c t i o n .  R e c e n t l y  a  n u m b e r  o f  p h y s i o l o g i c a l  s y s t e m s  s u c h  a s  t h e  r e n i n -  
a n g i o t e n s i n  a n d  e n d o t h e l i n  s y s t e m s  h a v e  b e c o m e  t a r g e t s  o f  c l i n i c a l  i n t e r e s t .  T h e  
p r i n c i p a l  r e g u l a t o r y  p e p t i d a s e s  i n v o l v e d ,  A C E  a n d  E C E  r e s p e c t i v e l y ,  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  r e g u l a t i o n  b y  s h e a r  s t r e s s .  
C u r r e n t l y  a  n u m b e r  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  o f  t h e s e  p e p t i d a s e s  a r e  
u s e d  c l i n i c a l l y  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  a n d  C V D .  T h e  o r a l l y  
a c t i v e  A C E  i n h i b i t o r s ,  c a p t o p r i l  a n d  e n a l a p r i l ,  h a v e  b e e n  u s e d  w i t h  m u c h  s u c c e s s  i n  
t h e  t r e a t m e n t  o f  h y p e r t e n s i o n  a n d  C H F  ( K e l l y  a n d  O ' M a l l e y  1 9 9 0 ) .  S e l e c t i v e  E C E  
i n h i b i t o r s  h a v e  a l s o  e n t e r e d  c l i n i c a l  t r i a l s .  T h e  E C E - 1 - s e l e c t i v e  c o m p o u n d s  C G S -  
3  5 0 6 6  a n d  S M -  1 9 7  1 2 ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e f f e c t i v e l y  r e d u c e  h y p e r t e n s i o n  a n d  t h e  
r i s k  o f  a c u t e  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  r e s p e c t i v e l y  ( J e n g  2 0 0 3 ) .  I n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
t h i s ,  a  r e l a t e d  e c t o e n z y m e ,  n a m e l y  N E P ,  t h e  p r i n c i p a l  e n z y m a t i c  r e g u l a t o r  o f  t h e  
n a t u i r e t i c  p e p t i d e  s y s t e m ,  h a s  r e c e n t l y  j o i n e d  A C E  a n d  E C E  a s  a  p o s s i b l e  c l i n i c a l  
t a r g e t ,  w i t h  d u a l  A C E / N E P ,  E C E / N E P  a n d  A C E / E C E , N E P  i n h i b i t o r s  c u r r e n t l y  
u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  T o  d a t e ,  t h e  m o s t  w i d e l y  s t u d i e d  i s  o m a p a t r i l a t ,  a n  A C E / N E P  
i n h i b i t o r  t h a t  e x e r t s  p r o l o n g e d  a n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t s  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  i n  o n e  
s t u d y  o f  5 7 7 0  p a t i e n t s  w i t h  C H F  t o  r e d u c e  c a r d i o v a s c u l a r  d e a t h  b y  9 %  ( J a n d e l e i t -  
D a h m  2 0 0 6 ) .  H o w e v e r ,  v e r y  l i t t l e  w o r k  h a s  f o c u s s e d  o n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e s e  
p e p t i d a s e s  b y  b l o o d  f l o w  a s s o c i a t e d  m e c h a n i c a l  f o r c e s ,  a  m a j o r  d e t e r m i n a n t  o f  
v a s c u l a r  d i s e a s e s .  W e ,  t h e r e f o r e ,  e x a m i n e d  t h e  r o l e  o f  s h e a r  s t r e s s  i n  r e g u l a t i n g  
e x p r e s s i o n  o f  T L Z M s  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  s h e a r  s t r e s s - r e s p o n s i v e n e s s  i n  m e m b e r s  
o f  t h i s  f a m i l y ,  n a m e l y  E C E  a n d  A C E .  I n d e e d ,  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  t h e  E C E  g e n e  
c o n t a i n s  a t  l e a s t  f o u r  c l a s s i c  S S R E  s e q u e n c e s ,  w h i l s t  t h e  A C E  p r o m o t e r  r e g i o n  
c o n t a i n s  t w o  n o v e l  S S R E  s e q u e n c e s .  
S h e a r  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  b y  M o r a w i e t z  e t  a l . ,  a n d  M a s a t s u g u  e t  a l . ,  h a v e  
s h o w n  a  c l e a r  d o w n - r e g u l a t i o n  i n  E C E  e x p r e s s i o n  d u e  t o  s h e a r  s t r e s s  ( M o r a w i e t z  e t  
a l . ,  2 0 0 0 ;  M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  w i t h  a  s i m i l a r  s t u d y  b y  R i e d e r  a n d  c o - w o r k e r s  
d e m o n s t r a t i n g  a  c l e a r  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  A C E  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  ( R i e d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T h e s e  s t u d i e s ,  i n  p a r a l l e l  w i t h  w o r k  
p r e v i o u s l y  c a r r i e d  o u t  i n  o u r  l a b o r a t o r y  o n  t h e  e f f e c t s  o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  E P 2 4 . 1 5  
a n d  E P 2 5 . 1 6  e x p r e s s i o n  l e v e l s  ( C o t t e r  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  c l e a r l y  i n d i c a t e  t h e  r o l e  f o r  
h e m o d y n a m i c  r e g u l a t i o n  o f  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y  w i t h i n  t h e  
v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m .  
S u b s e q u e n t l y  w e  e x a m i n e d  m R N A  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  o f  A C E ,  E C E ,  
N E P ,  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  i n  r e s p o n s e  t o  c h r o n i c  s h e a r  s t r e s s .  W e  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r  s t r e s s  t o  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e s e  
i m p o r t a n t  e n d o p e p t i d a s e s .  L e v e l s  o f  A C E ,  E C E ,  N E P  a n d  E P 2 4 . 1 6  m R N A  a n d  
p r o t e i n  w e r e  a l l  a t t e n u a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s ,  w h i l s t  m R N A  a n d  p r o t e i n  
l e v e l s  o f  E P 2 4 . 1 5  w e r e  i n c r e a s e d .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  i n  l i n e  w i t h  p r e v i o u s l y  
m e n t i o n e d  s t u d i e s  s h o w i n g  a t t e n u a t i o n  o f  A C E  a n d  E C E  m R N A  a n d  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  r e s p o n s e  t o  s h e a r  s t r e s s  ( R i e d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
T h i s  m o d u l a t i o n  i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e s e  p e p t i d a s e s  i s  a  l o g i c a l  r e s p o n s e  t o  
s h e a r  s t r e s s  b y  t h e  v a s c u l a t u r e ,  i n  t h a t ,  a s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  ( S e c t i o n  I S ) ,  t h e s e  
p e p t i d a s e s  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  p e p t i d e s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  v e s s e l  
t o n e .  
T h r o u g h  m o d u l a t i o n  o f  t h e i r  e x p r e s s i o n ,  t h e  e n d o t h e l i u m  c a n  a l t e r  t h e  
b a l a n c e  b e t w e e n  v a s o c o n s t r i c t o r  a n d  v a s o d i l a t o r y  i n f l u e n c e s  i n  r e s p o n s e  t o  
h e m o d y n a m i c  f o r c e s  s u c h  a s  l a m i n a r  s h e a r  s t r e s s .  
W e  n e x t  f o c u s e d  o n  e l u c i d a t i n g  t h e  m e c h a n i s m s  t h r o u g h  w h i c h  s h e a r  s t r e s s  
a l t e r e d  m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  
v a s o a c t i v e  m o l e c u l e s  s u c h  a s  E C E  a n d  E T - 1  a r e  i n f l u e n c e d  b y  s h e a r  s t r e s s  v i a  
m o d u l a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e  ( M a s a t s u g u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  W e  t h e r e f o r e  
h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h e  s h e a r  s t r e s s - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  m a y  b e  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e ,  a n d  f u r t h e r m o r e  t h a t  s h e a r - i n d u c e d  
r e s p o n s e s  m a y  d e p e n d  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  t r a n s i e n t  o x i d a t i v e  b u r s t  a s  a n  i n t e g r a l  
p a r t  o f  i t s  r e g u l a t o r y  p a t h w a y  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  T o  e x p l o r e  t h i s  
h y p o t h e s i s ,  w e  f i r s t  e x a m i n e d  t h e  a b i l i t y  o f  s h e a r  s t r e s s  t o  m o d u l a t e  t h e  c e l l u l a r  
o x i d a t i v e  s t a t e .  D i f f e r i n g  f l u i d  s h e a r  p a t t e r n s ,  l a m i n a r  v s .  o s c i l l a t o r y  f o r  e x a m p l e ,  
h a v e  b e e n  e v i d e n c e d  p r e v i o u s l y  t o  i n d u c e  a l t e r a t i o n  i n  t h e  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e .  
W h i l s t  o s c i l l a t o r y  s h e a r  s t r e s s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a n  i n c r e m e n t a l  i n c r e a s e  i n  
c e l l u l a r  R O S  l e v e l s ,  e v e n t u a l l y  l e a d i n g  t o  d i s r u p t i o n  o f  c e l l u l a r  m e c h a n i s m s ,  l a m i n a r  
s h e a r  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a  t r a n s i e n t  b u r s t  o f  R O S  t h a t  a c t  i n  a  n o n - t o x i c  
s i g n a l i n g  c a p a c i t y  ( D e  K e u l e n a e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
T h r o u g h  t h e  u s e  o f  a p p r o p r i a t e  a s s a y s ,  w e  o b s e r v e d  a  s h e a r - i n d u c e d  R O S  
b u r s t  i n  B A E C s  t h a t  d i s s i p a t e d  w i t h  t i m e  ( 1 - 4  h ) .  
I n d u c t i o n  o f  a n  a r t i f i c i a l  o x i d a t i v e  s t a t e  b y  A n g  I 1  o r  H 2 0 2  t r e a t m e n t  y i e l d e d  
c h a n g e s  i n  T L Z M  e x p r e s s i o n  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  i n d u c e d  b y  s h e a r  s t r e s s .  M o r e o v e r ,  
i n c l u s i o n  o f  a n t i o x i d a n t s  ( N A C ,  S O D ,  C A T )  p r e v e n t e d  s h e a r - d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  
m e t a l l o p e p t i d a s e  e x p r e s s i o n  f o r  a l l  e n z y m e s  s t u d i e d .  W e  c o u l d  t h e r e f o r e  c o n c l u d e  
t h a t  s h e a r  s t r e s s  m e d i a t e s  i t s  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  v i a  
m o d u l a t i o n  o f  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t a t e  ( F i g  7 . 1 ) .  
S h e a r  S t r e s s  
F i g  7 . 1  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s h e a r  s t r e s s I R O S  r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  
e x p r e s s i o n  i n  B A E C s  
T h i s  d a t a  r a i s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  o v e r a l l  o x i d a t i v e  s t a t e  i s  r e s p o n s i b l e ,  
r a t h e r  t h a n  a  s p e c i f i c  o x y g e n  s p e c i e s .  T h i s  f i n d i n g  i s  b a s e d  o n  t h e  f a c t  t h a t  w h i l s t  
S O D  i n h i b i t e d  t h e  s h e a r - i n d u c e d  e f f e c t s  o n  T L Z M  e x p r e s s i o n  b y  r e m o v i n g  
s u p e r o x i d e  a n i o n ,  a n d  t h u s  i m p l i c a t i n g  i t  a s  t h e  o x y g e n  s p e c i e s  r e s p o n s i b l e ,  i t  w o u l d  
a l s o  t h r o u g h  i t s  a c t i o n  h a v e  p r o d u c e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  w h i c h  w e  h a v e  s h o w n  t o  
a l t e r  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  s h e a r  s t r e s s .  F u r t h e r  t o  t h i s ,  i n c u b a t i o n  
w i t h  c a t a l a s e  a l s o  i n h i b i t e d  t h e  s h e a r - i n d u c e d  e f f e c t s ,  i n d i c a t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
n e i t h e r  o x y g e n  s p e c i e s  a l o n e  a r e  r e s p o n s i b l e  a n d ,  t h a t  t h e  e n t i r e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  
t h e  c e l l ,  c o n t r i b u t e d  t o  b y  a  n u m b e r  o f  R O S ,  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s h e a r - m e d i a t e d  
r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  
R O S  a r e  k n o w n  t o  c o n t r o l  a  n u m b e r  o f  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  b y  r e g u l a t i o n  o f  
s p e c i f i c  g e n e  e x p r e s s i o n .  I n d e e d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  w e r e  t h e  f i r s t  s i g n a l l i n g  
m o l e c u l e s  t o  b e  i d e n t i f i e d  a s  r e d o x - s e n s i t i v e  ( P o l i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  W h i l s t  R O S  l a c k  
t h e  a c c e p t e d  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t r a d i t i o n a l  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s ,  t h e y  a r e  s m a l l ,  h i g h l y  
r e a c t i v e ,  s h o r t - l i v e d  a n d  l a c k  s t r u c t u r a l  a n d  c o n f o r m a t i o n a l  c o m p l e x i t y  a n d  t h e y  
h a v e  b e e n  e v i d e n c e d  t o  a c t  a s  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  i n  a  n u m b e r  o f  p a t h w a y s .  
A m o n g  t h e  p r i m a r y  t a r g e t s  f o r  R O S  a r e  s u l p h y d r y l  g r o u p s  o n  c y s t e i n e  r e s i d u e s .  
T h e s e  r e s i d u e s  c a n  b e  o x i d i z e d  t o  f o r m  d i s u l p h i d e  b o n d s  r e s u l t i n g  i n  f o r m a t i o n  o f  
i n t r a -  o r  i n t e r - m o l e c u l a r  d i s u l p h i d e  b o n d s .  T h e s e  d i s u l p h i d e  b o n d s  a l t e r  p r o t e i n  
c o n f o r m a t i o n  a n d  h e n c e  i n f l u e n c e  D N A  b i n d i n g  a n d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  I n  t h i s  w a y  
R O S  l e v e l s  w i t h i n  t h e  c e l l  c a n  m o d u l a t e  b o t h  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  a n d  g e n e  
t r a n s c r i p t i o n  ( C o o p e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
O n e  o f  t h e  m o s t  w i d e l y  s t u d i e d  r e d o x  s e n s i t i v e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i s  t h a t  o f  
N F - K B .  T h e  p r e d o m i n a n t  a n d  i n a c t i v e  f o r m  o f  N F - K B  e x i s t s  a s  a  t r i m e r  o f  p 6 5 ,  p 5 0  
a n d  I - K B  s u b u n i t s .  N F - K B  i s  a c t i v a t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t w o  s e r i n e  r e s i d u e s  i n  
I - K B ,  t h e  i n h i b i t o r y  s u b u n i t .  O n c e  p h o s p h o r y l a t e d ,  I - K B  i s  p o l y u b i q u i t i n y l a t e d  a n d  
d e g r a d e d ,  t h u s  a l l o w i n g  N F - K B  t o  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  a c t i v a t e  
t r a n s c r i p t i o n  ( G h o s h  a n d  K a r i n ,  2 0 0 2 ) .  A d d i t i o n a l  s u p p o r t  f o r  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  
R O S  i n  r e g u l a t i o n  o f  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  b y  m a n y  R O S  
e l e v a t i n g  a g e n t s  s u c h  a s  T N F - a ,  I L - 1 1 3 ,  p h o r b o l  1 2 - m y r i s t a t e  1 3 - a c e t a t e  ( P M A ) ,  U V  
l i g h t ,  y - r a y s ,  a n d  l i p i d  h y d r o p e r o x i d e s .  C o n c o m i t a n t l y ,  s t u d i e s  i n c o r p o r a t i n g  
a n t i o x i d a n t s  h a v e  s h o w n  t h e i r  a b i l i t y  t o  b l o c k  b o t h  R O S  p r o d u c t i o n  a n d  r e s u l t a n t  
N F - K B  a c t i v a t i o n  b y  t h e s e  a g e n t s .  A s  T L Z M  g e n e  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  
b e  s h e a r -  a n d  o x i d a t i v e  s t a t e - s e n s i t i v e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  h y p o t h e s i z e  t h a t  t h i s  
s e n s i t i v i t y  i s  m e d i a t e d  v i a  a l t e r a t i o n  i n  a c t i v i t y  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  s u c h  a s  N F -  
K B .  I n d e e d ,  N O S  e x p r e s s i o n  a n d  N O  p r o d u c t i o n  h a v e  b e e n  e v i d e n c e d  i n  v i v o  t o  b e  
R O S  s e n s i t i v e  i n  a n  N F - K B  d e p e n d e n t  m a n n e r  a n d ,  a s  s u c h ,  t o  r e g u l a t e  v e s s e l  t o n e  
( D ' A c q u i s t o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
O n c e  t h e  r o l e s  o f  b o t h  s h e a r  s t r e s s  a n d  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  o f  t h e  c e l l  i n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  T L Z M  e x p r e s s i o n  h a d  b e e n  c l e a r l y  e v i d e n c e d ,  i t  w a s  d e c i d e d  t h a t  
f u t u r e  w o r k  w o u l d  f o c u s  o n  a  s i n g l e  p r o t o t y p i c a l  m e m b e r  o f  t h e  T L Z M  f a m i l y ,  
n a m e l y  N E P .  N E P  h a s  r e c e n t l y  e m e r g e d  a s  a  c l i n i c a l  t a r g e t  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  
C V D ,  w i t h  d u a l  A C E I N E P  a n d  E C E I N E P  i n h i b i t o r s  c u r r e n t l y  u n d e r  s t u d y .  
D e s p i t e  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  N E P  a s  a  c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  m e t a l l o p e p t i d a s e ,  
t o  o u r  k n o w l e d g e  t h e r e  h a v e  b e e n  n o  s t u d i e s  p u b l i s h e d  w h i c h  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  
e i t h e r  b l o o d  f l o w  a n d  i t s  a s s o c i a t e d  m e c h a n i c a l  f o r c e s  o r  o x i d a t i v e  s t a t e  o n  i t s  
e x p r e s s i o n  i n  t h e  v a s c u l a t u r e .  I n  o r d e r  t o  a d d r e s s  t h i s ,  w e  s o u g h t  f i r s t l y  t o  a s c e r t a i n  
t h e  e x a c t  m e c h a n i s m s  t h r o u g h  w h i c h  s h e a r  s t r e s s  m o d u l a t e d  t h e  o x i d a t i v e  s t a t e  a n d  
h e n c e  N E P  e x p r e s s i o n .  
I n i t i a l l y  m y  w o r k  f o c u s e d  o n  i d e n t i f y i n g  t h e  s o u r c e  o f  t h e  s h e a r  s t r e s s -  
i n d u c e d  R O S  s h o w n  t o  a l t e r  N E P  e x p r e s s i o n .  T h e  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  i s  h o m e  t o  a  
v a r i e t y  o f  r e a c t i v e  a n d  n o n - r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s ,  i n c l u d i n g  0 2 - ' ,  N O ' ,  O N O O -  
' , O H '  a n d  H 2 0 2 ,  h e n c e  w o r k  f o c u s e d  o n  e l u c i d a t i n g  t h e  r o l e  o f  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  
n o n - t o x i c  l e v e l s  o f  R O S ,  N A D ( P ) H  o x i d a s e ,  w h i c h  h a s  b e e n  e v i d e n c e d  t o  p r o d u c e  
0 2 - ' ,  a  k n o w n  p r e c u r s o r  o f  m o s t  o t h e r  o x y g e n  s p e c i e s .  D e  K e u l e n a e r  e t  a l ,  
e v i d e n c e d  a  r o l e  f o r  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i n  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  
o x i d a t i v e  s t a t e .  T h i s  s t u d y  c l e a r l y  d e f i n e d  d i f f e r i n g  r o l e s  f o r  o s c i l l a t o r y  v e r s u s  
l a m i n a r  s h e a r  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  R O S .  O s c i l l a t o r y  s h e a r  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  a  
s t e a d y  a n d  c o n t i n u o u s  r i s e  i n  t h e  l e v e l s  o f  R O S  p r e s e n t ,  e v e n t u a l l y  p u s h i n g  t h e  c e l l  
t o w a r d s  a  t o x i c  o x i d a t i v e  s t r e s s  b e y o n d  t h e  c a p a c i t y  o f  e n d o g e n o u s  a n t i o x i d a n t  
s y s t e m s .  L a m i n a r  s h e a r ,  h o w e v e r ,  w a s  s h o w n  t o  i n i t i a t e  a  t r a n s i e n t  R O S  b u r s t  
w h i c h  d i s s i p a t e d  w i t h  t i m e ,  a n d  t h u s  p r o v i d e d  a  n o n - t o x i c  s i g n a l i n g  s t i m u l i  t o  t h e  
c e l l  ( D e  K e u l e n a e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  W e  e v i d e n c e d  t h i s  t r a n s i e n t  R O S  b u r s t  a n d ,  
t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a n  N A D ( P ) H  o x i d a s e  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r  
( a p o c y n i n ) ,  c l e a r l y  s h o w e d  t h a t  t h e  m e a s u r e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  e x p r e s s i o n  w a s  
N A D ( P ) H  o x i d a s e - d e p e n d e n t .  
F u t u r e  s h o u l d  f o c u s  o n  f i x t h e r  e l u c i d a t i n g  t h e  r o l e  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  i n  
t h i s  p a t h w a y  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  m o l e c u l a r  i n h i b i t o r s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  N A D ( P ) H  
o x i d a s e  s u b u n i t s  a n d  t h r o u g h  t h i s  p o s s i b l y  i d e n t i f y  f u r t h e r  a n d  m o r e  p a t h w a y  
s p e c i f i c  t h e r a p e u t i c  t a r g e t s .  
S i g n a l  t r a n s d u c t i o n  c o m p o n e n t s  u p s t r e a m  o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a c t i v a t i o n  
w e r e  t h e n  e x a m i n e d  f o r  a  p u t a t i v e  r o l e  i n  t h e s e  e v e n t s .  I n t e g r i n s  w e r e  i n i t i a l l y  
e x a m i n e d  d u e  t o  p r e v i o u s  s t u d i e s  e v i d e n c i n g  t h e m  a s  s h e a r  s t r e s s - s e n s i t i v e  a n d  
a c t i v e  i n  t r a n s m i s s i o n  o f  m e c h a n i c a l  f o r c e s .  I t  w a s  i n i t i a l l y  h y p o t h e s i z e d  t h a t  
i n t e g r i n  a c t i v a t i o n  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n ,  i n  
t h a t  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  a  r o l e  f o r  i n t e g r i n s  i n  s h e a r  s t r e s s  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
E T - 1  e x p r e s s i o n ,  t h e  m a i n  c o m p o n e n t  o f  t h e  e n d o t h e l i n  s y s t e m  ( C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
I n  o r d e r  t o  e x p l o r e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  R G D - b i n d i n g  i n h i b i t o r y  p e p t i d e s  w e r e  e m p l o y e d .  
H o w e v e r ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  s t u d i e d ,  t r e a t m e n t  w i t h  R G D  p e p t i d e s  h a d  n o  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  i n  B A E C s ,  
s e e m i n g l y  i n d i c a t i n g  a  n o n - i n t e g r i n  d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  p a t h w a y .  T h e  u s e  o f  R G D  
p e p t i d e s  h o w e v e r ,  d o e s  n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  n o n - R G D  
d e p e n d e n t  i n t e g r i n s .  
F u r t h e r  s t u d y  i s  r e q u i r e d  t o  r u l e  o u t  t h i s  p o s s i b i l i t y .  F u t u r e  
s t u d i e s  s h o u l d  s e e k  t o  e m p l o y  n o n - R G D  d e p e n d e n t  i n t e g r i n  i n h i b i t o r s  a n d  m o r e  
s p e c i f i c  m o l e c u l a r  i n h i b i t o r s .  T h e  r o l e  o f  g r e a t e r  l e v e l s  o f  s h e a r  s t r e s s  s h o u l d  a l s o  
b e  e x a m i n e d .  A  n o v e l  s t u d y ,  a n d  a  p o s s i b l e  m o d e l  f o r  f u t u r e  s t u d i e s ,  b y  C h e n  a n d  
c o - w o r k e r s ,  e m p l o y e d  m a g n e t i c  t w i s t i n g  c y t o m e t r y ,  t o  p h y s i c a l l y  " t w i s t "  i n t e g r i n s  
i n t o  a n  a c t i v e  c o n f o r m a t i o n .  T h r o u g h  t h i s  m e t h o d  t h e y  c o u l d  a p p l y  d i r e c t l y  t o  t h e  
i n t e g r i n s ,  s h e a r  s t r e s s  o f  u p  t o  2 0  d y n e s / c m 2  ( C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
W e  t h e n  e x a m i n e d  o f  t h e  p o s s i b l e  r o l e  p l a y e d  b y  P T K  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  
a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  
P T K s  p l a y  r o l e s  i n  m a n y  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  
i n c l u d i n g  M A P K  a c t i v a t i o n  a n d  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  e a r l y  
p h a s e  o f  f l o w  d e p e n d e n t  N O  p r o d u c t i o n  ( C o r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  I t  w a s  t h e r e f o r e  
p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  P T K s  m a y  p l a y  a  s i m i l a r  r o l e  i n  t h e  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  
o f  N E P ,  a n o t h e r  i m p o r t a n t  v a s o a c t i v e  m o l e c u l e .  H o w e v e r ,  t r e a t m e n t  w i t h  g e n i s t e i n ,  
a  P T K  i n h i b i t o r ,  y i e l d e d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  s h e a r - i n d u c e d  c h a n g e s  
i n  N E P  e x p r e s s i o n .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  i n  o u r  m o d e l  o f  s h e a r  s t r e s s ,  t r a n s m i s s i o n  o f  
t h e  s h e a r  s t i m u l i  i s  i n d e p e n d e n t  o f  P T K  p a t h w a y s .  H o w e v e r ,  g e n i s t e i n  i s  a  r e c e p t o r  
t y r o s i n e  k i n a s e  s p e c i f i c  i n h i b i t o r ,  t h u s  t h e s e  r e s u l t s  d o  n o t  r u l e  o u t  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  
n o n - r e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e s .  F u r t h e r  s t u d y  i n c o r p o r a t i n g  i n h i b i t o r s  o f  n o n - r e c e p t o r  
t y r o s i n e  k i n a s e s  i s  r e q u i r e d  t o  f u l l y  e x p l o r e  t h i s  p o s s i b i l i t y .  
T h e  r o l e  o f  G - p r o t e i n s  w a s  t h e n  e x a m i n e d .  W e  s o u g h t  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  
s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r  P T X ,  t o  e x a m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  G a i  
s u b u n i t .  P r e v i o u s  s t u d i e s  b y  C o t t e r  e t  a 1  i n  2 0 0 4 ,  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c y c l i c  
s t r a i n  i n d u c e d  c h a n g e s  i n  E P 2 4 . 1 5  a n d  E P 2 4 . 1 6  w e r e  G a i  s u b u n i t - d e p e n d e n t  w i t h  
P T X  e n t i r e l y  a t t e n u a t i n g  t h e  s t r a i n  i n d u c e d  c h a n g e s .  I n  o u r  s h e a r  s t r e s s  m o d e l ,  P T X  
w a s  s h o w n  t o  p o s i t i v e l y  a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l s ,  w i t h  i n c r e a s e s  i n  N E P  m R N A  
a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  u n d e r  b o t h  s t a t i c  a n d  s h e a r  c o n d i t i o n s  t r e a t e d  w i t h  P T X .  
T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  i n t e r e s t i n g  i n  t h a t ,  p r e v i o u s  w o r k  i n  o u r  l a b o r a t o r y  h a d  
s h o w n  c y c l i c  s t r a i n - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  o f  m e t a l l o p e p t i d a s e s  E P 2 4 . 1 5  
a n d  E P 2 4 . 1 6  t o  b e  P T X - s e n s i t i v e .  H o w e v e r  o t h e r  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  A C  
a c t i v a t i o n  b y  P T X - i n d u c e d  G a i  s u b u n i t  i n h i b i t i o n  a n d  f o r s k o l i n  t r e a t m e n t  t o  i n d u c e  
i n c r e a s e s  i n  N E P  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y ,  t h u s  h i g h l i g h t i n g  a  p o s s i b l e  s h e a r -  
i n d e p e n d e n t  p a t h w a y  f o r  r e g u l a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  
I n t e r e s t  t h e n  t u r n e d  t o  t h e  G o * j  s u b u n i t  a n d  i t s  p o s s i b l e  f u n c t i o n  i n  t h e  
e v i d e n c e d  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n .  T r a n s f e c t i o n  o f  t h e  13- 
A R K - c t  e n c o d i n g  p l a s r n i d ,  a  s e q u e s t e r i n g  a g e n t  o f  p y - s u b u n i t s ,  p r o d u c e d  a  c o m p l e t e  
a t t e n u a t i o n  o f  t h e  s h e a r - i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  i n  N E P  m R N A  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  
t h u s  s t r o n g l y  e v i d e n c i n g  a  r o l e  f o r  t h e  p y - s u b u n i t  i n  t h i s  p a t h w a y .  P r e v i o u s  s t u d i e s  
h a v e  s h o w n  t h e  p y - s u b u n i t  c a n  r e g u l a t e  a c t i v i t y  o f  P h o s p h o i n o s i t i d e - 3  k i n a s e  
( P I 3 K ) ,  a n  i m p o r t a n t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  k i n a s e  ( S t e p h e n s  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  a n d  a c t i v a t o r  
o f  N A D ( P ) H  o x i d a s e  v i a  P t d l n s - 3 - P ,  P t d l n s - 3 , 4 - P .  W h i l s t  l i t t l e  w o r k  h a s  f o c u s e d  o n  
e l u c i d a t i n g  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m s  o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s ,  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  
P t d l n s - 3 , 4 - P  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  d i r e c t l y  b i n d  t o  t h e  o x i d a s e  s u b u n i t s ,  p 4 7 P h 0 x  a n d  
p 4 0 p h 0 x  ( H a w k i n s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  t h u s  i n d i c a t i n g  t h a t  f u r t h e r  s t u d y ,  p o s s i b l y  i n v o l v i n g  
a  P D K - s p e c i f i c  i n h i b i t o r  s u c h  a s  L Y  2 9 4 0 0 2  ( V l a h o s  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  i s  r e q u i r e d  t o  
f u l l y  e l u c i d a t e  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m  i n v o l v e d .  T h e  b y - s u b u n i t  h a s  a l s o  b e e n  
i m p l i c a t e d  i n  s i g n a l i n g  t h r o u g h  s m a l l  G  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  R a c l .  R a c l  i s  i t s e l f  a  
c o m p o n e n t  r e q u i r e d  f o r  a s s e m b l y  a n d  a c t i v a t i o n  o f  a  f u n c t i o n i n g  N A D ( P ) H  o x i d a s e  
c o m p l e x  a n d  h e n c e  R O S  p r o d u c t i o n .  
W e  s o u g h t  t o  e x a m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  s m a l l  G - p r o t e i n ,  R a c l ,  i n  s h e a r -  
i n d u c e d  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r .  
I n h i b i t i o n  o f  R a c  1  p r o d u c e d  a n  i d e n t i c a l  r e s p o n s e  t o  t h a t  o f  p y - s u b u n i t  s e q u e s t r a t i o n ,  
w i t h  s h e a r - i n d u c e d  N E P  a t t e n u a t i o n  b e i n g  e n t i r e l y  r e v e r s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
i n h i b i t o r .  T h i s  w a s  a  l o g i c a l  r e s p o n s e  i n  t h a t  N A D ( P ) H  o x i d a s e  d e r i v e d  R O S  w e r e  
p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  r e g u l a t e  N E P  e x p r e s s i o n  a n d  c o n c o m i t a n t l y  t h a t  s h e a r  s t r e s s  
r e g u l a t e d  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a c t i v a t i o n .  I n d e e d  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  l i n k e d  G P y -  
s u b u n i t s  a n d  R a c l  a c t i v a t i o n  t o  N A D ( P ) H  o x i d a s e  a c t i v i t y  v i a  t h e  n o v e l  G E F ,  
p l  l 4 R h o G E F  ( N i u  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  F u t u r e  s t u d i e s  s h o u l d  f o c u s  o n  e x a m i n i n g  t h e  
e x t e n t  o f  t h e  p o s s i b l e  r o l e  p l a y e d  b y  p l 1 4 R h o G E F  i n  t h e s e  e v e n t s .  
T h i s  d a t a  t a k e n  i n  i t s  e n t i r e t y  a l l o w s  u s  t o  p r o p o s e  t h a t  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t e s  
N E P  e x p r e s s i o n  i n  a  G p y - s u b u n i t l R a c l / N A D ( P ) H  o x i d a s e - d e p e n d e n t  a n d  a n  
i n t e g r i n ,  P T K  a n d  ~ a '  i n d e p e n d e n t  m a n n e r  ( s e e  F i g  7 . 2 ) .  T h i s  p r o p o s e d  p a t h w a y  
n o t  o n l y  c l e a r l y  d e l i n e a t e s  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  t h e  e n d o t h e l i u m  s e n s e s  a n d  
s u b s e q u e n t l y  a l t e r s  N E P  e x p r e s s i o n  a n d  c o n s e q u e n t l y ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  v e s s e l  t o n e ,  
b u t  i t  a l s o  i d e n t i f i e s  f o r  t h e  f i r s t  t i m e ,  f u t u r e  c l i n i c a l  t a r g e t s ,  i n h i b i t o r s  o f  w h i c h  
c o u l d  f o r m  a  b a t t e r y  o f  p o s s i b l e  t r e a t m e n t s  t o  b e  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  c u r r e n t  
e n z y m a t i c  i n h i b i t o r s .  A l s o  t h r o u g h  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  N E P ,  a  p r o t o t y p i c a l  m e m b e r  
o f  t h e  T L Z M  f a m i l y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  p r o p o s e  t h a t  r e g u l a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  o f  o t h e r  
m e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y ,  s u c h  a s  t h e  c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  A C E  a n d  E C E ,  m a y  h a v e  
s i m i l a r  r e g u l a t o r y  p a t h w a y s .  F u t u r e  w o r k  s h o u l d  f o c u s  o n  e l u c i d a t i n g  t h e  p o s s i b l e  
s i m i l a r i t i e s  i n  e x p r e s s i o n  p a t h w a y s  f o r  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h i s  f a m i l y .  
S h e a r  S t r e s s  
F i g  7 . 2  S i g n a l i n g  p a t h w a y  m o d e l  f o r  s h e a r  s t r e s s  a t t e n u a t i o n  o f  N E P  e x p r e s s i o n  v i a  
o x i d a t i v e  s t a t e  i n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l .  
L o g i c a l  f u t u r e  s t u d i e s  s h o u l d  i n v o l v e  e x a m i n a t i o n  o f  a l t e r n a t e  s h e a r  p a t t e r n s ,  
s u c h  a s  d i s t u r b e d  a n d  o s c i l l a t o r y  s h e a r  i n  r e l a t i o n  t o  t h i s  p a t h w a y  a n d  c o n s e q u e n t l y  
r e g u l a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  o f  N E P  a n d  o t h e r  T L Z M s  w i t h i n  t h e  v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m .  
D i f f e r i n g  s h e a r  p a t t e r n s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  v e s s e l  d a m a g e  a n d  l e s i o n  p r o n e  a r e a s  s u c h  
a s  b i f u r c a t i o n s ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  h i g h e r  l e v e l s  o f  o x i d a t i v e  s t r e s s  a n d  
e n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  t h e  f u n c t i o n a l  i m p a c t  o f  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  s h o u l d  b e  
a s s e d  t h r o u g h  N E P  a c t i v i t y  a s s a y s ,  p o s s i b l y  m e a s u r i n g  s u b s t r a t e s  s u c h  a s  A N P ,  E T -  
1  o r  b o m b o s e n  l e v e l s .  I n  t h i s  m a n n e r ,  i t  w o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  f u l l y  e x p l o i t  t h e  
p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  v a l u e  o f  t h i s  p a t h w a y .  
T h e  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  v a l u e  o f  t h i s  p a t h w a y  c o u l d  a l s o  b e  e x p l o r e d  
t h r o u g h  t h e  r e p e t i t i o n  o f  t h i s  s t u d y  i n  a n  i n  v i v o  m o d e l  w i t h  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a n  
A p o E - 1 -  m o u s e  m o d e l .  T h i s  w o u l d  p r o v i d e  a  g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  
p h y s i o l o g i c a l  i m p a c t  a n d  h e n c e  p o s s i b l e  t h e r a p e u t i c  v a l u e  o f  t h e  p a t h w a y  
c o m p o n e n t s  e x a m i n e d  i n  d i s e a s e  s t a t e s  s u c h  a s  a t h e r o s c l e r o s i s  a n d  
h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a .  I n d e e d  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t r e a t m e n t s  
i n c o r p o r a t i n g  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  a n t i o x i d a n t s  s u c h  a s  v i t a m i n  C ,  h a v e  y i e l d e d  
s o m e w h a t  p o s i t i v e  r e s u l t s .  A n i m a l  a n d  h u m a n  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  v i t a m i n  C  
c a n  i m p r o v e  e n d o t h e l i a l  f u n c t i o n  i n  a  n u m b e r  o f  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  s t r e s s e s  s u c h  a s  
t h o s e  c a u s e d  b y  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e ,  d i a b e t e s ,  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ,  
h y p e r t e n s i o n  a n d  h e a r t  f a i l u r e  ( S c h u l z  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  
d o w n s i d e s  t o  v i t a m i n  C  t r e a t m e n t s ,  w i t h  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  l e a d i n g  t o  v i t a m i n  
i n d u c e d - t o x i c i t y  a n d  h r t h e r  R O S  p r o d u c t i o n .  O t h e r  t r e a t m e n t s  i n v o l v e  d i r e c t  a c t i o n  
b y  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  o f  v a s o a c t i v e  p e p t i d a s e s  s u c h  a s  A C E  a n d  p e p t i d e  
r e c e p t o r s  s u c h  a s  A T - 1  r e c e p t o r .  W h i l s t  t h e s e  t r e a t m e n t  m e t h o d s  h a v e  b e e n  w e l l -  
c h a r a c t e r i z e d  a n d  s h o w n  t o  i m p r o v e  e n d o t h e l i a l  f u n c t i o n  i n  a  n u m b e r  o f  v a s c u l a r  
d i s e a s e  s t a t e s ,  t h e y  a l s o  a r e  n o t  w i t h o u t  l i m i t a t i o n s .  
Recently ACE inhibitors, used in the treabment of pre-eclampsia, pregnancy 
related hypertension, have been shown to cause serious terategenic effects, such as 
fetal malformation and even fetal death (Quan, 2006, Atallah, 2006). These 
Iimitations and negative side effects o f  current treatment nodets further highlight the 
~zlevance of this study and the importance of future work in the search for potential, 
safer CVD treatment paradigms. 
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